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RESUMO 
Introdução: A Síndrome geniturinária (SGU) da menopausa é uma doença crônica e 
progressiva comum em mulheres na pós menopausa. Estima-se que metade da 
população de mulheres na pós-menopausa apresentem sintomas vulvovaginais 
incluindo dispareunia, vagina seca e irritada e com recidivas frequentes de urge 
incontinência urinária que afetam negativamente a sua qualidade de vida. O uso de 
estrogênio sistêmico ou tópico é o tratamento mais eficaz para a SGU, entretanto é 
contraindicada para algumas mulheres. Avaliar novos tratamentos não-hormonais 
alternativos aos já utilizados permitirá o tratamento de mulheres  que tenham contra-
indicação ao uso de terapia hormonal ou para aquelas que não obtiveram melhora 
significativa. Objetivos: Comparar a eficácia e segurança do uso local de CO2 
fracionado, promestrieno e lubrificante vaginal na síndrome geniturinária e os efeitos 
na produção de colágeno vaginal de mulheres na pós menopausa. Sujeitos e 
métodos: Foi realizado um ensaio clinico randomizado, envolvendo 72 mulheres na 
pós menopausa. Foram selecionadas mulheres na pós-menopausa acima de 50 anos, 
em seguimento no Ambulatório de Menopausa da Unicamp e voluntárias que 
demonstraram interesse em participar do estudo através das divulgações internas e 
externas no período de março de 2017 a novembro de 2018. As mulheres foram 
randomizadas em três grupos, cada um com 24 mulheres, que durante 12 semanas 
participaram do protocolo para uso de estrogênio vaginal, promestrieno vaginal ou 
laser. Foi avaliado o trofismo vaginal, a citologia, o pH, a produção de colágeno, o 
score de saúde vaginal (VHI), a satisfação e função sexual. A análise estatística foi 
realizada usando-se os testes de Qui-Quadrado ou exato de Fisher. Para comparação 
das variáveis numéricas foi utilizado o teste de KrusKal-Wallis e para as variáveis 
numéricas McNemar e o teste de simetria de Bowker. O nível de significância adotado 
para os testes estatísticos foi de 5% e para análises foi utilizado o software The SAS 
System for Windows, versão 9.2. Resultados Houve melhora na elasticidade, volume, 
umidade e pH nos grupos laser de CO2 e promestrieno. O escore VHI às 14 semanas 
foi maior no grupo laser de CO2 (escore médio 18,68 ± 3,20), do que no grupo 
promestrieno (15,11 ± 3,98) e lubrificante (10,44 ± 2,78) (<0,001). Em relação à 
maturação vaginal, houve diminuição de células basais e aumento de células 
superficiais após o tratamento com o laser de CO2, evidenciando uma melhora na 
maturação vaginal. Essa melhora foi mais significativa no grupo de laser de CO2 (p 
<0,001). No grupo de laser de CO2 o escore da FSFI mostrou melhora 
estatisticamente significativa apenas nos domínios de desejo e lubrificação. Não 
houve diferenças no escore total do FSFI entre os três grupos de tratamento. Após o 
tratamento, os achados histológicos mostraram um epitélio mais espesso com 
aumento das camadas celulares e maior maturação da superfície tanto no grupo de 
laser de CO2 quanto no promestrieno. Não foram identificadas diferenças no colágeno 
através das H&E ou Picro-Sirius. Diferenças significativas foram encontradas na 
análise do conteúdo, organização e orientação do colágeno nas imagens da 
microscopia óptica SHG, em quatro parâmetros analisados. O contraste, densidade 
de colágeno, porcentagem de área de colágeno e entropia aumentaram em ambos os 
grupos, mas as diferenças foram mais evidentes no grupo do laser de CO2, revelando 
síntese de novo colágeno e maior desorganização. Não houve efeitos adversos 
associados ao tratamento com laser de CO2. Conclusão – Após 14 semanas de 
tratamento com laser de CO2 fracionado e creme vaginal de promestrieno comparado 
com o lubrificante vaginal o laser fracionado de CO2 se mostrou adequado, seguro e 
eficaz para o tratamento da síndrome geniturinária nas mulheres pós menopausadas. 
 
Palavras-chave: Laser fracionado de CO2 , Menopausa, Dispareunia, Baixa função 
sexual , vulvovaginite atrófica, Picro-sirius red e colageno fibrilar  
  
ABSTRACT 
Introduction: Menopause genitourinary syndrome (SGU) is a chronic and progressive 
disease common in postmenopausal women. It is estimated that half the population of 
postmenopausal women have vulvovaginal symptoms including dyspareunia, dry and 
irritated vagina and frequent relapses of urge urinary incontinence that negatively 
affect their quality of life. The use of systemic or topical estrogen is the most effective 
treatment for SGU, however it is contraindicated for some women. Evaluating new non-
hormonal treatments alternative to those already used will allow the treatment of 
women who have contraindications to the use of hormonal therapy or to those that 
have not obtained significant improvement. Objectives: To compare the efficacy and 
safety of local use of fractionated CO2, promestriene and vaginal lubricant in the 
genitourinary syndrome and the effects on the production of vaginal collagen in 
postmenopausal women. Participant and methods: A randomized clinical trial involving 
72 postmenopausal women was performed. Post-menopausal women over 50 years 
of age were followed-up at the Unicamp Menopause Outpatient Clinic and volunteers 
who demonstrated an interest in participating in the study through internal and external 
disclosures in the period from March 2017 to November 2018. Women were 
randomized into three groups, each with 24 women, who for 12 weeks participated in 
the protocol for use of vaginal estrogen, vaginal promestrien or laser. Vaginal trophism, 
cytology, pH, collagen production, vaginal health score (VHI), sexual satisfaction and 
function were evaluated. . Statistical analysis was performed using Chi-Square or 
Fisher's exact tests. To compare the numerical variables, the KrusKal-Wallis test and 
the McNemar numerical variables and the Bowker symmetry test were used. The 
significance level adopted for the statistical tests was 5% and for analysis the software 
The SAS System for Windows, version 9.2 was used. Results There was improvement 
in elasticity, volume, humidity and pH in the CO2 and promestriene laser groups. The 
VHI score at 14 weeks was higher in the CO2 laser group (mean score 18.68 ± 3.20) 
than in the promestriene group (15.11 ± 3.98) and lubricant (10.44 ± 2.78) (<0.001). 
Regarding vaginal maturation, there was a decrease in basal cells and an increase in 
superficial cells after treatment with the CO2 laser, evidencing an improvement in 
vaginal maturation. This improvement was more significant in the CO2 laser group (p 
<0.001). In the CO2 laser group the FSFI score showed statistically significant 
improvement only in the desire and lubrication domains. There were no differences in 
the FSFI total score among the three treatment groups. After treatment, the histological 
findings showed a thicker epithelium with increased cell layers and increased surface 
maturation in both the CO2 laser and promestriene groups. No differences in collagen 
were identified through H & E or Picro-Sirius. Significant differences were found in the 
analysis of the content, organization and orientation of collagen in SHG optical 
microscopy images, in four analyzed parameters. Contrast, collagen density, collagen 
area percentage and entropy increased in both groups, but the differences were more 
evident in the CO2 laser group, revealing new collagen synthesis and greater 
disorganization. There were no adverse effects associated with CO2 laser treatment. 
Conclusion - After 14 weeks of treatment with fractionated CO2 laser and vaginal 
cream of promestrien compared to vaginal lubricant the fractionated CO2 laser was 
shown to be adequate, safe and effective for the treatment of genitourinary syndrome 
in postmenopausal women. 
 
Key words: CO2 fractional laser, Menopause, Dyspareunia, Low sexual function, 
atrophic vulvovaginitis, Picro-sirius red and fibrillar collagen 
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1.INTRODUÇÃO 
A atrofia vulvovaginal é uma condição que é resultado da queda do nível 
estrogênico nos tecidos urogenitais. Essa variação estrogênica pode ocorrer em 
qualquer período do menacme, mas, é mais importante na mulher pós-menopausa 
quando mais de 50% das mulheres são sintomáticas.1 
Apesar de ser mais comum na pós-menopausa, outras condições 
associadas a hipoestrogenismo como menopausa cirúrgica, lactação, amenorréia 
hipotalâmica, exercício intenso, anorexia nervosa, hiperprolactinemia, patologias e 
tratamentos que causam lesão ovariana (radioterapia pélvica e quimioterapia) e uso 
de certas medicações como análogos do GnRH (tratamento de endometriose e 
miomas uterinos), tamoxifeno e inibidores de aromatase, também pode levar a atrofia 
vulvovaginal.2  
No Consenso realizado em 2013, The Board of North American Menopause 
Society (NAMS) and International Society for Study of Women’s Sexual Health 
(ISSWSH) revisaram a terminologia usada para sintomas genitais e urinários da 
menopausa e propuseram a nova terminologia, Síndrome Geniturinária da 
Menopausa (SGM), por ser um termo que atende as queixas vaginais e urológicas e 
é melhor aceito pelos médicos, pesquisadores, público e mídia.3  
Síndrome Geniturinária é definida pela presença de sinais e sintomas 
associados a queda estrogênica e de outros esteróides sexuais envolvidos nas 
mudanças estruturais da vulva, vagina, uretra e bexiga. Pode incluir mas não é 
limitada, a sintomas genitais de secura, queimação e irritação vaginal; sintomas 
sexuais como diminuição de lubrificação, dispareunia com prejuízo da função sexual; 
e sintomas urinários como disúria, urgência e infecção urinária recorrente. Mulheres 
podem apresentar alguns ou todos sinais e sintomas, que embora frequentes e 
incômodos, têm sido pouco investigado pelos profissionais que atendem esse perfil 
de mulheres.4  
Acima de 70% das mulheres sintomáticas não discutem esses sintomas 
com os médicos e isso pode ser atribuído a aceitação pelas mulheres de que essa 
sintomatologia faz parte do processo de envelhecimento, pela situação de desconforto 
em expor a intimidade do casal e também por desconhecer que existe tratamento 
adequado.5 
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Ao contrário das ondas de calor, temporárias e que podem desaparecer 
mesmo na ausência de tratamento, os sintomas vaginais se agravam com a idade e 
com maior tempo de hipoestrogenismo. Portman et al,(2014) encontraram uma alta 
frequência de sintomas como dispareunia (44%), irritaçao (37%) ressecamento 
vaginal (55%), infecção urinaria de repetição (5-17%) e urge-incontinência em 
mulheres acima dos 60 anos (15 a 35%).1  
Ainda não é conhecido qual o perfil de mulher que apresenta sintomatologia 
e em que momento após a menopausa iniciam os sintomas. Num estudo longitudinal 
e populacional demonstrou-se que a vaginite atrófica é progressiva. Na 
perimenopausa, a prevalência foi de 4%, aumentou para 25% no primeiro ano após a 
menopausa e 47% após 3 anos.3   
Essa sintomatologia permanece por vários anos até que seja tratada. Os 
sintomas iniciais de baixa lubrificação, caso se mantenha o hipoestrogenismo sem 
medicação, progridem para dispareunia, irritação e prurido vaginal. Apesar da 
secreção estar diminuída, pode ocorrer episódios de spotting vaginal devido aos 
traumas da mucosa decorrentes das relações sexuais. Outros sintomas como queixas 
urinárias de urge-incontinência, vestibulite e infecção urinária de repetição, podem 
afetar 5% a 17% de mulheres na pós-menopausa.6 
Pesquisas tem demonstrado que a síndrome gêniturinária afeta 
negativamente a saúde sexual e qualidade de vida (QOL). A cada ano, maior numero 
de mulheres (28% a 61% dependendo da idade cronológica) mantém vida sexual ativa 
após a menopausa. Tem sido observado que muitas mulheres que tem dispareunia 
reduzem a frequência de relações sexuais, o que faz com que 72% tenham relação 
uma vez por mês e 34% semanalmente.7  
Parish et.al.(2013) observou que, 80% delas relataram que as mulheres 
aprenderam a conviver com a síndrome com o passar dos anos; 30% delas referiram 
que a dor exigia pausa ou descontinuação da atividade sexual; 56% disseram estar 
sexualmente menos ativas como resultado da dor, enquanto que 6% disseram que a 
dor impediu qualquer atividade sexual. No mesmo estudo o autor relatou que 64% das 
mulheres pós-menopausas referiram dispareunia, 64% perda de libido e 58% evitaram 
qualquer intimidade sexual.8  
Com o passar dos anos, os sintomas vaginais usualmente não melhoram 
sem tratamento e se agravam. A síndrome geniturinária pode variar em gravidade, 
desde um incômodo a um agravamento nos sintomas, podendo evoluir para estenose 
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vaginal o que torna o tratamento essencial para muitas mulheres. A indicação primária 
para o tratamento é o alívio destes sintomas de incômodo.9  
As opções terapêuticas para tratamento da síndrome geniturinária são 
diversas e dependem da eficácia, severidade dos sintomas e preferência da mulher. 
Independente do tratamento, a regularidade da atividade sexual é um fator protetivo 
para a atrofia vaginal. Acredita-se que a atividade sexual aumenta o fluxo sanguíneo 
dos órgãos pélvicos mantendo a elasticidade da mucosa e das paredes vaginais.10  
A primeira linha de tratamento recomendada pelo North American 
Menopause Society (NAMS) é o uso de lubrificantes e hidratantes vaginais sempre 
acompanhados de uma regularidade nas relações sexuais. Os lubrificantes vaginais 
são usados antes e durante as relações sexuais para diminuir a irritação que ocorre 
por fricção, entretanto sua ação é temporária. Os lubrificantes estão disponíveis como 
produtos solúveis em água, à base de silicone ou à base de óleo.  A escolha é baseada 
em experiência individual e se recomenda que a mulher use as opções de 
apresentações até encontrar aquela que melhor se adapte, pois em alguns casos os 
lubrificantes pouela formulaçãodem causar irritação dependendo da resposta do meio 
vaginal a aquela formulação. Os lubrificantes não atuam na atrofia vaginal.11  
Os hidratantes vaginais são para uso regular e são aplicados na vagina em 
intervalos de 1 a 3 vezes por semana. Com a continuidade do uso ele melhora a 
secura vaginal, estabiliza o pH e em alguns casos restabele a secreção vaginal 
normal.12 
Os hidratantes com ácido poliacrilico tem um cálcio ligado ao divinilglicol 
que em meio ácido libera o cálcio e consegue absorver 60 vezes o seu peso em água. 
A hidratação do meio vaginal e melhora na lubrificação se deve a essa capacidade de 
absorção de água.9 Alguns hidratantes contem bioadesivos de carbofila que ” selam “ 
as células epiteliais vaginais e mantêm a hidratação tornando a parede vaginal mais 
elástica, com um pH de 3,5 a 4,8 e evitando dessa forma a proliferação de fungos e 
bactérias patogênicas.10 Outras formulações contem acido hialurônico, que existe 
naturalmente no meio vaginal e melhora a hidratação vaginal.13  
A administração vaginal de baixa dose de estrógeno tem sido utilizada por 
vários anos e estudos tem avaliado diferentes tipos de estrógeno (estradiol, estriol, 
estrógeno conjugado e promestrieno). Em 2006 a Cochrane Database Sistematic 
Review identificou 19 trials de boa qualidade com um total de 4162 mulheres incluidas. 
Os resultados mostraram que o estrógeno tópico apresentou evidente superioridade 
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em relação ao gel não hormonal e ao placebo na melhora dos sintomas de atrofia 
vaginal.   Quando comparadas as diferentes apresentações de estrógeno vaginal 
entre si (cremes, gel, anel e comprimido) houve similaridade de resultados sendo 
efetivos após 12 semanas de uso.14  
Atualmente a terapia hormonal com estrógenos locais tem sido considerada 
a mais efetiva para o tratamento dos sintomas moderados e severos da síndrome 
geniturinária. Na revisão sistemática de Suckling et al (2006) observou-se que todos 
os tratamentos com estrógeno local independente da formulação foram mais 
eficientes e levaram a um resultado clinico mais rápido que os tratamentos não 
hormonais.14 
Os estrógenos locais restabelecem as condições do meio vaginal pré 
menopausal. Atuam induzindo um aumento do fluxo sanguíneo local e da 
glicogenização do epitélio vaginal, proporcionando uma melhora no trofismo do 
epitélio vaginal e estruturas adjacentes. Apesar de usualmente ser a terapêutica de 
primeira escolha, o tratamento local com estrogénios só atua sobre a superfície da 
mucosa vaginal e gera uma melhora transitória.15  
Os cremes vaginais com estrógeno estão disponiveis em diferentes 
formulações e em doses variáveis (estrógeno conjugado - 0,625 mg/1 g de creme, 17 
beta estradiol – 100 mcg/1 g de creme -, estriol 1mg/1 g de creme e promestrieno 10 
mg/1g (12). Embora disponíveis apenas em alguns países, os comprimidos vaginais 
são compostos de 10mcg de estradiol (a dose anterior era de 25 mcg), sendo 
inicialmente aplicado diariamente por 2 semanas e depois 2 vezes por semana 
enquanto tiver indicação. Os sintomas tendem a desaparecer após 4 semanas de 
tratamento e os efeito benéficos podem se manter por 52 semanas.16 
O promestrieno é um estrogênio sintético obtido pela dupla estratificação 
do estradiol que exerce atividades estrogênicas exclusivamente locais, restaurando o 
trofismo das mucosas do trato genital inferior feminino e é indicado apenas para uso 
local. Possui uma meia vida biológica inferior a 24 horas e seus efeitos não são 
cumulativos. Há evidências de que sua absorção via vaginal é deprezível, sem efeitos 
sistêmicos significantes, o que é relevante na sua utilização na pratica clinica.  
Portanto, seu uso não tem sido relacionada a um efeito estrogênico à distancia, 
notadamente no útero, nas mamas e na hipófise.17  
Na literatura Wurch et al18 demonstraram melhora do pH do meio, 
Gaudefroy et al19 maturação do epitélio vaginal e Marchesoni et al 20 do índice de 
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cariopicnose. Uma meta-analise de 58 estudos comparativos de mulheres pós-
menopausadas, com síndrome geniturinária, mostrou que o estrógeno vaginal é 
significantemente superior a terapia estrogênica oral quando avaliados no tratamento 
da SGU.21  
Antes de indicar a terapia estrogênica local é importante uma história clinica 
detalhada para afastar os tumores estrógeno-dependente. Embora as terapias de 
estrogênio locais sejam eficazes e seguras, a taxa de adesão à medicação é bastante 
variável (52-74%), principalmente devido a preocupações de segurança, 
inconveniência e falha no alívio dos sintomas.  Além disso os dados sobre a segurança 
a longo prazo (mais de 1 ano) de tratamentos de estrógenos locais são escassos e, 
embora eles não pareçam aumentar o risco de tromboembolismo venoso (TEV) ou 
câncer de endométrio, não existem dados disponíveis em pacientes de alto risco.22  
Além disso, mulheres com câncer de mama e outras neoplasias 
ginecológicas estrógeno dependentes, que apresentam um risco muito elevado de 
vulvovaginite atrófica (VVA), requerem consideração especial e uma abordagem 
individualizada. È necessário o adequado aconselhamento antes de prescrever 
qualquer tipo de estrogênio local porque para muitas delas o uso de hormônios tópicos 
pode não ser recomendado. Para estas mulheres com câncer de mama, a vaginite 
atrófica nem sempre tem sido valorizada adequadamente e, as possibilidades de 
tratamento são limitadas e por vezes as queixas geniturinárias tem sido minimizadas 
o que pode estar afetando a qualidade de vida dessas mulheres.23  
Nos utimos anos vários estudos tem demonstrado a importância da 
laserterapia aplicada a ginecologia. Laser é o acrônimo de Light Amplification by 
stimulated emission of radiation embora seja um sinônimo de modernidade e 
tecnologia do futuro, foi Albert Einsten que há décadas atras, introduziu o conceito de 
emissão estimulada – que é o principio de operação primária do laser – através do 
balanço de energia. Os Lasers foram usados na medicina pela primeira vez para tratar 
distúrbios oculares e, em 1962, L Goldman usou o laser em dermatologia.24 
Em 1983 Anderson e Parrish introduziram o conceito de fotodermólise 
seletiva, alavancando o desenvolvimento, no inicio dos anos noventa, dos primeiros 
lasers pulsados e sistemas de varredura a laser. Após os primeiros estudos, 
começaram a surgir estudos com vários tipos de laser, que são dependentes do meio 
ativo usado: laser de estado sólido (neodímio, érbio, hólmio, etc.), lasers gasosos 
(CO2 e He-Ne), lasers de estado liquido (corante) e lasers semicondutores (diodo), 
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entre outros . Hoje em dia já existem vários tipos de lasers cujo meio ativo é estado 
sólido (Alexandrite, Er:YAG, KTP/532, nd:YAG, Ho:YAG e Rubi) e também em meio 
gasoso ( CO2, Excimer), sendo eles em sua maioria de emissão pulsada ou pulsada 
e continua.25 
Mais recentemente, o uso do laser de CO2 fracionado tem demonstrado 
eficácia e segurança em tratamento dermatológico anti-aging de face e pescoço. 
Evidências histológicas e de ultraestrutura mostram uma acentuada remodelação 
tissular em vários tecidos do organismo.26 
Aplicando os princípios da medicina regenerativa e antienvelhecimento 
para a mucosa vaginal, a literatura apesar de ainda limitada, tem mostrado estudos 
com um novo e específico tratamento para atrofia vaginal na pós-menopausa, que 
utiliza um sistema laser de CO2 fracionado com emissão pulsada criada 
especificamente para o tratamento da mucosa vaginal.27  
O uso do laser fracionado de CO2 microablasivo tem mostrado 
propriedades regenerativas teciduais com mudanças histológicas significativas do 
tecido conectivo. O mecanismo de ação do laser de CO2 ocorre através de uma ação 
microablasiva que estimula a remodelação tecidual. Este processo envolve a 
interação com heat shock protein e citocinas (TGF beta importante na resposta 
inflamatória e na fibrogenese, fator de crescimento fibroblastico basico estimulando a 
atividade angiogenica com proliferação e migração de células endoteliais, fator de 
crescimento epidérmico estimulando a reepitelização, fator de crescimento plaquetário 
que estimula fibroblastos a produzir componentes da matriz extracellular e fator de 
crescimento endotelial que regula a vasculogenese) todos sinérgicamente ativando os 
fibroblastos a produzir novo colágeno e outros componentes da matriz extracelular.28  
Estudo piloto inicial realizado em 2014, incluindo 50 mulheres na pós-
menopausa com queixas de atrofia vulvovaginal severa tratadas com 3 sessões de 
laser de CO2 mostrou melhora do Índice de Saúde Vaginal (VHI) e da intensidade dos 
sintomas de atrofia vaginal como, secura, queimação, irritação, disúria, dispareunia 
sendo que 84% das mulheres ficaram satisfeitas com o tratamento.29 
Posteriormente os autores realizaram biopsias vaginais em um subgrupo 
de 5 mulheres antes e após 12 semanas de tratamento da atrofia vulvovaginal com 3 
sessões de laser de CO2, e mostraram que houve importantes mudanças 
morfológicas na parede vaginal com remodelação epitelial e aumento das células 
epiteliais ricas em glicogênio confirmando a eficácia do tratamento.30  
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Em 2015, Perino et al replicaram o estudo de Salvatore, recrutando 48 
mulheres na pós-menopausa para tratamento com 3 sessões de laser de CO2 e os 
resultados mostraram que 91,7% reportaram que estavam muito satisfeitas com o 
procedimento e com melhora significativa na qualidade de vida. Nenhum efeito 
adverso do laser foi observado.31  
No Brasil, Cruz VL et al (2018) realizaram um estudo com 45 mulheres para 
avaliar a eficácia do tratamento com laser vaginal CO2 fracionado isolado, 
comparando com a terapia estrogênica local (Estriol, E) e a combinação de ambos os 
tratamentos (Laser + Estriol, LE) no tratamento da atrofia vulvovaginal (VVA) e 
concluíram que o laser de CO2 fracionado sozinho ou em associação com o estriol 
tópico é uma excelente opção de tratamento para a vulvovaginite atrófica com melhora 
estatística significativa do Vaginal Health Index (VHI) após oito semanas e com 
resultados superiores após 20 semanas.32  
Recentemente, Gambacciani e Palacios publicaram uma revisão dos 
artigos com laser dos últimos oito anos contemplando um total de 20 estudos 
prospectivos. Tanto o laser de CO2 fracionado microablativo como o laser vaginal não-
ablativo Er: YAG foram analisados e os estudos demonstraram que ambos induzem 
alterações morfológicas nos tecidos vaginais com melhora significativa na secura 
vaginal e na dispareunia.33  
Os tratamentos atuais disponíveis para síndrome geniturinária apesar de 
eficazes a curto prazo, apresentam recidiva frequente e baixa aderência. Assim, 
muitas mulheres na pós-menopausa, por diferentes razões, permanecem sem 
tratamento dos sintomas e novas opções terapêuticas são necessárias para superar 
barreiras, pouca eficácia ou as contra-indicações dos tratamentos atuais. Embora a 
tecnologia laser pareça ser uma nova opção para o tratamento de síndrome 
geniturinária, dados de eficácia e segurança a longo prazo ainda são escassos.34 
Não há na literatura até o momento nenhum estudo comparando o 
promestrieno vaginal com a laserterapia vaginal, no tratamento da síndrome 
geniturinária e seus efeitos sobre a remodelação do colágeno e das fibras elásticas. 
Assim, pesquisas bem desenhadas para delinear melhor as indicações e aplicações 
específicas desta tecnologia são desejáveis antes de defender o seu uso universal 
para a tratamento da síndrome geniturinária da menopausa.  
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2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo geral 
x Comparar a efetividade e a segurança do uso local de laser de CO2 fracionado, 
promestrieno vaginal e lubrificante vaginal no tratamento da síndrome 
geniturinária e os efeitos na produção de colágeno vaginal de mulheres na pós-
menopausa. 
 
 2.2 Objetivos específicos 
1. Comparar as mudanças de elasticidade, fluidez, pH, integridade epitelial após 
o uso laser de CO2 fracionado, uso tópico de estrogênio e lubrificante vaginal. 
2. Comparar a eficácia dos diferentes tratamentos sobre a os sintomas vaginais.  
3. Avaliar a função sexual após o uso laser de CO2 fracionado, uso tópico de 
estrogênio e lubrificante vaginal. 
4. Avaliar a quantidade de colágeno produzido pela mucosa antes e após o uso 
de laser de CO2 fracionado e comparado ao uso de estrógeno tópico 
5. Avaliar as mudanças histológicas da mucosa vaginal. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Desenho 
Ensaio clinico randomizado. 
 
3.2 Tamanho amostral e randomização 
Até o momento da elaboração deste protocolo, não existiam estudos na 
literatura que comparavam o uso do laser de CO2 com estrogênio e lubrificante 
vaginal. Assim, utilizou-se como base resultados de estudos de intervenção abertos 
prospectivos piloto com o uso de Laser de CO2 fracionado e apenas um grupo de 
tratamento que mostrou uma mudança de VHI26 antes e após tratamento. Devido às 
demais comparações e análises realizadas neste estudo, sugeriu-se uma amostra 
inicial de, no mínimo, n = 20 casos completos no estudo, em cada grupo. Para suprir 
as prováveis perdas de seguimento, a amostra foi aumentada em 20% (n = 24 em 
cada grupo), totalizando n = 72 casos, a serem aleatorizados. Calculou-se então o 
poder da amostra com os dados obtidos para avaliar o efeito do laser CO2, em 
comparação aos outros grupos, baseado na mudança do score total do VHI sendo 
obtido um poder de 0,999 sendo o calculo considerando valores de média (M), desvio 
padrão (DP) e erro quadtilático médio (EQM) dos deltas das variáveis numéricas 
(Single DF Contrast in One Way ANOVA) fixando o nível de significância alaf em 5% 
(erro tipo 1). As biopsias foram realizadas nas 10 primeiras mulheres da randomização 
que foram submetidas a tratamento com Laser e nas 10 primeiras mulheres 
randomizadas do grupo do promestrieno. 
 
3.3 Processo de Randomização 
Setenta e duas mulheres foram randomizadas em três grupos de 
tratamento, cada um com 24 participantes. Todos as participantes receberam um 
número de acordo com a ordem de inclusão no estudo e foram alocados em um dos 
tres grupos de tratamento segundo uma lista de randomizacao gerada 
eletronicamente utilizando-se o programa Microsoft Excel para o Windows 2007 
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) (Anexo 1).  
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3.4 Variáveis 
3.4.1 Independentes: 
Intervenção: os tipos de tratamento foram divididos em três  
Grupos para tratamento tópico por 12 semanas:  
Grupo 1 – Aplicação do Laser de CO2 fracionado (SmartXide2 V2LR, MonaLisa 
Touch, DEKA, Florence, Italy) intravaginal, utilizando o aplicador cilíndrico de 
360º. Foram realizadas 3 sessões com intervalo entre 30 e 45 dias. [24605832].  
Grupo 2 – Uso de 10 mg de promestrieno (Antrofi – Eurofarma 
Laboratório S.A.) vaginal 3 vezes por semana, por 12 semanas  
consecutivas. 
Grupo 3 – Uso de gel lubrificante (KY Johnson&Johnson) tópico  
Diariamente. 
 
3.4.2 Variaveis Dependentes: 
Foram realizadas duas avaliações, uma pré tratamento e a segunda avaliação 
15 dias após a ultima sessão do Laser CO2 fracionado. 
 Citologia vaginal: foi avaliada através da maturação do epitélio pavimentoso 
estratificado vaginal, que analisa a relação existente entre as células parabasais 
(P), intermediarias (I) e células superficiais (S) através do índice de Frost que é 
calculado pela porcentagem de células profundas, interediárias e superficiais. 
Esfregaços que apresentem células profundas em quantidade não superior a 
30% é considerado hipoestrogenismo leve; entre 30% e 49% hipoestrogenismo 
moderado e acima de 50% hipoestrogenismo acentuado.36  
pH vaginal: O pH refere-se ao potencial hidrogeniônico, ou seja, mede o grau de 
acidez ou alcalinidade. A variação normal para vagina é entre 3.8 a 4.5. O pH 
vaginal foi coletado da parede lateral vaginal utilizando-se papel indicador 
especial pH 0 - 14 fabricado pela Merck (Macherey--Nagel). 
VHIS -A avaliação da saúde vaginal foi feita através do escore VHIS (Vaginal 
Health Index Score) onde são contemplados os dominios abaixo 33: 
Elasticidade da vagina: definida como nenhuma, pouca, moderada, boa e 
excelente e avaliada numa escala de: 1 a 5 
pH vaginal: determinado por fitas de indicador de cor de pH (Macherey--Nagel, 
Alemanha) aplicadas diretamente contra a parede vaginal lateral, evitando o 
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contato com o muco cervical. As fitas são graduadas de 0 a 14 e o pH vaginal 
foram definidos como pontos de corte ≥ 6,1, entre 5,6--6,0 entre 5,1--5,5 entre 
4,7--5,0  e ≤ 4,6 avaliada numa escala de: 1 a 5  
Viscosidade do muco: definida como nenhuma, pouca quantidade sem cobrir 
a mucosa, superficial cobrindo a mucosa, moderada quantidade e normal, 
na aplicação do cotonete e avaliada numa escala de: 1 a 5 
Integridade da mucosa vaginal: definida como petéquias ao 
contato, sangramento ao contato superficial, sangramento com atrito, epitélio 
fino não friável, normal e avaliada numa escala de: 1 a 5. 
Umidade da mucosa: definida como nenhuma, mucosa inflamada, nenhuma, 
mucosa não inflamada, mínima, moderada e normal, e avaliada numa escala de: 
1 a 5 
Escore de saúde vaginal 
Vaginal Health Index 
(Bachman et al, Clin Pr Sex,1992) 
Função sexual:  avaliado atraves da aplicação aplicado do questionário 
(FSFI - Female Sexual Function Index) validado para Português [19936472] (ANEXO 
3), para caracterização da sexualidade da mulher entrevistada. O FSFI é um 
questionário breve, que pode ser auto-aplicado, e que avalia a resposta sexual 
feminina através de seis domínios: desejo sexual, excitação sexual, lubrificação 
vaginal, orgasmo, satisfação sexual e dor. Contem 19 questões que avaliam a função 
1 2 3 4 5 
Elasticidade Nenhuma Pobre Limítrofe Boa Excelente 
Viscosidade Nenhum Pouca quantidade sem 
cobrir mucosa 
Superficial cobrindo a 
mucosa 
Moderada 
quantidade 
Normal 
pH         6,1 ou  >          5,6 – 6,0          5,1-5,5     4,7 – 5,0     4,6 ou < 
Mucosa Petéquia ao 
contato 
Sangramento ao 
contato superficial 
Sangramento com atrito Epitélio fino não 
friável 
  Normal 
Umidade Nenhuma, mucosa 
inflamada 
Nenhuma, mucosa não 
inflamada 
Minimo   Moderado    Normal 
24 
sexual nas últimas quatro semanas. Para cada questão existe um padrão de resposta 
cujas opções recebem pontuação de 0 a 5 de forma crescente em relação à presença 
da função questionada. Apenas nas questões sobre dor a pontuação é definida de 
forma invertida. O escore total é resultado da soma dos escores de cada domínio 
multiplicada por um fator que homogeneíza a influência de cada domínio no escore 
total. A partir de um ponto de corte do escore total (definido como 26,55 para a 
população de origem do instrumento) seria possível discriminar entre as populações 
com maior e menor risco de apresentar disfunção sexual, sendo que valores iguais ou 
abaixo desse ponto indicariam disfunção sexual (35).  
Colágeno vaginal: O colágeno foi avaliado pelo material coletado através 
de biópsia na parede lateral da vagina. Foram feitas dois tipos de coloração: 
Hematoxilia e eosina e Picro-Sirius Red e duas analises para colágeno: Primeira 
lamina coradas com Picro-sirius-red para quantificação de Cicloides e a segunda para 
geração de imagens com microscopia confocal SHG (Second Harmonic Generation). 
 
3.4.3 Variáveis de Controle  
x  Idade: Idade em anos completos, referida no momento da primeira consulta.  
x  Anos de escolaridade: Último ano de escola cursado pela mulher, incluindo 
o ano em questão caso estiver estudando, classificada em três categorias: 
fundamental e médio ou superior. 
x  Cor de pele - Referida pela mulher durante entrevista e classificada em branca 
e não branca.  
x  Tabagismo -  Hábito de fumar cigarros, classificado como:  
x Tabagista - fumante atualmente ou se parou de fumar há um ano ou menos, 
não importando o número de cigarros por dia.  
x Não tabagista.  
x Tempo de menopausa - Tempo, em anos, decorrido entre a data da última 
menstruação e o momento indicado da entrevista, referida pela mulher.  
x Medicações concomitantes - Foram anotadas as drogas que as mulheres 
referirão utilizar durante o período de seguimento  
x Antecedentes Obstétrico-Reprodutivos: questionamento sobre os aspectos 
obstétrico-reprodutivos da mulher seguindo os dados a seguir levantados: 
número de gestações apresentados pela mulher durante toda a vida, número de 
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partos normais apresentados pela mulher durante toda a vida, número de partos 
cesarianas apresentados pela mulher durante toda a vida, número de abortos 
apresentados pela mulher durante toda a vida. 
 
3.5 Seleção de sujeitos 
Foram selecionadas para participar desse estudo mulheres atendidas no 
Ambulatório de Menopausa do CAISM-UNICAMP e voluntárias que demonstraram 
interesse a partir dos processos de divulgação interna e externa através do site 
institucional da universidade e redes sociais. As mulheres que preencherem os 
critérios abaixo explicitados foram convidadas pelo pesquisador a participar do estudo. 
As que aceitaram preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(ANEXO 6) e foram randomizadas para serem distribuídas entre os grupos do uso 
laser fracionado de CO2, tópico de estrogênio, e do lubrificante vaginal. 
 
3.5.1 Critérios de Inclusão  
x Apresentar queixa clinica de secura associada ou não a dispareunia, ardência 
vaginal ou prurido. 
x Menopausa fisiológica com tempo de amenorréia superior a 1 (um) ano. 
x Idade igual ou superior a 50 anos. 
x Não estarem em uso de medicação hormonal para tratamento dos sintomas da 
menopausa nos últimos 6 meses 
 
3.5.2 Critérios de Exclusão  
x Recusa explicita da paciente em participar do estudo.  
x Paciente com ooforectomia bilateral  
x Paciente com IMC inferior a 18,5 kg/m2 ou superior a 30 kg/m2.  
x Apresentar contra-indicação absoluta ou relativa para uso de estrogênio tópico: 
Absolutas (Infarto recente do miocárdio, hipertensão arterial grave, diabetes 
melitus de difícil controle, antecedente de moléstia tromboembólica, Insuficiência 
hepática recente, ou grave, ou em atividade, Câncer de mama prévio, Câncer do 
endométrio prévio, Câncer de colo uterino, Hiperplasia mamária atípica, 
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sangramento genital de origem desconhecida); ou Relativas (Hiperplasia 
Endometrial prévia, Colelitíase). 
x Apresentar sorologia positiva para HIV, Hepatite B e C e condilomatose genital 
x Radioterapia pélvica prévia 
x Cirurgias no compartimento anterior, médio e posterior da vagina com “Sling”ou 
telas vaginais 
 
3.6 Técnicas, testes /ou exames  
x Técnica do laser de CO2 intravaginal; Realizado a calibração do aparelho 
em Dermal Optical Thermolysis (DOT) power de 40, Dwell time de 1000, Stack 
– 2, Dermal Optical Thermolysis (DOT) spacing 1000, modo scan normal, de 
exposição 0,3 e de emissão DP (Deka Pulse). A paciente é colocada em posição 
ginecológica. Aplicação do espéculo vaginal e limpeza das secreções da 
paredes vaginais e do colo uterino. Após avaliação do comprimento vaginal, foi 
adaptado a o anel mensurador e introduzida a sonda 360o. Uma vez posicionada 
a sonda são realizados movimentos de rotação no mesmo espaço de tempo dos 
pulsos que após a calibração do aparelho são estimados pelo uso continuo do 
pedal. As sessões foram realizadas pelo pesquisador responsável com um 
intervalo entre 30 e 45 dias. Após cada aplicação as mulheres receberam 
orientação de evitar antiinflamatórios orais, banho de sauna, duchas e manter 
abstinência sexual por 10 dias. 29 
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Técnica para coleta da citologia vaginal: com a paciente em posição ginecológica 
foi introduzido espéculo e realizado raspado no terço superior da  parede vaginal 
lateral e aplicado em 2 laminas: a primeira para analise bacterioscópica (flora vaginal 
e Indce de Nugent) com coloração de Gram, sendo considerada a classificação da 
flora vaginal em tipo 1 (predomínio de pelo menos 85% de lactobacilos), tipo 2 (quando 
houver equilíbrio entre lactobacilos e flora cocóide) e tipo 3 na ausência de lactobacilos 
e presença de flora cocóide,  e a segunda lâmina após o uso de fixador no material, 
foi encaminhada ao laboratório para avaliar o índice de maturação vaginal. O Indice 
adotado foi o de Frost que descreve a proporção de células profundas, intermediárias 
e superficiais. O grau de atrofia foi considerado leve caso o esfregaço apresenta-se 
células profundas em quantidade não superior a 30%, moderada quando a 
porcentagem de células profundas oscilarem entre 30% e 49%. Naqueles casos em 
que a presença de células profundas for superior a 50% é considerado atrofia 
acentuada. 36 
Técnica para biópsia vaginal: com a paciente em posição ginecológica foi 
introduzido o espéculo, realizado “botão anestésico“ com lidocaína a 2% na parede 
lateral direita entre terço médio e distal e com “punch“ de 4 mm coletado material. O 
fragmento de biopsia foi colocado em frasco préviamente identificado com formalina 
a 10% tamponado e encaminhado ao Departamento de Anatomia Patológica do 
Hospital das Clinicas da UNICAMP para inclusão em parafinas. Os cortes com 
espessura de 5 micras foram corados por métodos de rotina (hematoxilina-eosina) e 
Picro-Sirius-Red para avaliação histológica.  
Tecnica para analise do colágeno: A avaliação do colágeno foi feita por duas 
técnicas de mensuração e contagem. 1o.- laminas coradas com Picro-sirius-red para 
quantificação de ciclóides sendo avaliadas sob luz polarizada e, de cada amostra, 
foram coletadas 3 imagens do tecido conjuntivo subepitelial e analisadas em aumento 
de 400 vezes. Foi realizada a quantificação das fibras colágenas por método 
morfomimétrico de cicloides, 37 sendo que o número de interseções das fibras sobre 
os ciclóides, foram contadas num foco plano, que é proporcional à área de superfície 
do tecido de interesse, independentemente do tamanho, forma ou orientação das 
fibras. Por um segundo método foi feita a analise de geração de imagens com 
microscopia confocal (SHG), que é um processo óptico não-linear no qual dois fótons 
com a mesma frequência combinam e interagem com uma estrutura não-linear ou não 
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centrimétrica podendo   identificar: densidade, % de area de superficie , entropy, 
medida estereológica e contraste da fibra de colageno 38 
 
3.7 Instrumentos para coleta de dados  
Lista de verificação 
Foi elaborada uma lista com os critérios de inclusão e    
Exclusão verificados para a inclusão dos participantes 
Ficha de coleta de dados 
Ficha de coleta elaborada pelos pesquisadores, com questionamentos 
sobre informações pessoais, sócio demograficas, de saúde e  
antecedentes obstétrico-reprodutivos da mulher (ANEXO 2) 
 
Questionário internacional validado no Brasil 
x Female Sexual Function Index (FSFI): questionário validado no Brasil utilizado 
para avaliar função sexual. É composto por 19 questões distribuídas em seis 
domínios (desejo, excitação, lubrificaçãoo, orgasmo, satisfação e dor). Cada 
questão possui um escore, que varia de 0 a 5, e a pontuação total é a soma de 
todas as pontuações obtidas em cada domínio após multiplicação pelo 
respectivo valor. Quanto maior a pontuaçãoo melhor avaliada é a função sexual 
 
Coleta de dados  
A coleta de dados foi iniciada após aprovação do projeto pela Comissão de 
Pesquisa do Departamento de Tocoginecologia - CAISM e do Comitê de Ética Médica 
da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas.  
Uma vez selecionadas, todas as pacientes, na apresentação inicial, foram 
informadas do conteúdo do estudo. As que aceitaram participar voluntariamente, 
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e seus dados de 
identificação ficaram inseridos em ficha individual.  
Ao comparecerem para consulta inicial, foram encaminhadas para 
entrevista com o pesquisador que explicou os procedimentos e a seguir foram 
aplicados os questionários com com dados clínicos e para avaliação da função sexual. 
Em seguida, passaram por consulta médica com o pesquisador onde foi realizado 
exame clinico vaginal, coleta para citologia vaginal e biópsia dirigida naquelas 
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mulheres que estiverem entre as 10 primeira randomizadas para laser e promestrieno. 
(Visita inicial - T0 basal pré-tratamento). As mulheres randomizadas para o grupo de 
tratamento tópico com promestrieno ou lubrificante vaginal receberam a medicação 
necessária e todas as orientações sobre o modo de usar o creme vaginal.  
 
Critérios para descontinuação 
As pacientes foram descontinuadas do estudo nas condições descritas abaixo.  
x  Caso expressarem vontade de interromper e deixar de participar do estudo.  
x  Na presença de intolerância importante ao medicamento tópico ou ao laser, 
ou evento adverso sério. 
x  Caso deixarem de comparecer a uma das consultas para coleta de dados, ou 
caso comparecer as mesmas com atraso superior a 15 dias da data estipulada 
de retorno. 
 
Controle de Qualidade 
As mulheres foram submetidas à aplicação dos tratamentos pelo 
pesquisador responsável para que os dados fossem avaliados sempre da mesma 
forma. O equipamento de laser possui um “gabarito que era checado antes de cada 
aplicação. Os medicamentos tópicos fornecidos às mulheres dos grupos Promestrieno 
(2) e Lubrificante vaginal (1) foram sempre do mesmo fabricante, para garantir a 
manutenção da qualidade do produto. As fichas foram preenchidas e revisadas pelo 
pesquisador responsável e a digitação dos dados foi duplamente conferida para evitar 
erros e inconsistências. A valiação das laminas foi realizada pelo biólogo sem 
conhecimento dos grupos de tratamento e se as laminas eram de pré ou pós 
tratamento. 
 
3.8 Acompanhamento de sujeitos  
As aplicações de laser foram realizadas na clinica do pesquisador uma vez 
que o aparelho encontrava-se instalado e disponível neste local e pela ausência do 
mesmo CAISM. As mulheres randomizadas para o grupo de laser receberam 03 (três) 
aplicações de Laser de CO2 fracionado com intervalo de 30 a 45 dias realizadas nas 
visitas 1 (30 a 45 dias), visita 2 (60 a 75 dias) e visita 3 (90 a 105 dias). Após cada 
aplicação, as mulheres foram orientadas a não frequentar praias ou piscinas e manter-
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se em abstinência sexual durante os 10 dias subsequentes ao tratamento. Em caso 
de dúvidas ou na ocorrência de algum efeito adverso, orientadas também a entrar em 
contato imediato com o pesquisador que forneceu o telefone da clinica e seu celular 
pessoal.  
Agendou-se um retorno para visita ao final de 14 semanas (duas semanas 
após a ultim aplicação) onde foram reaplicados os questonarios sociodemográficos, 
clínicos e de função sexual e as coletas de citologia vaginal e VHI para encerramento 
do estudo. As laminas contendo material para avaliação citológica foram 
encaminhadas para avaliação pelo biólogo responsável e as biopsias foram fixadas 
em formol a 10% e encaminhadas ao Departamento de Anatomia Patologica do 
Hospital das Clinicas da UNICAMP. 
 
3.9 Processamento e Análise estatística dos dados 
Os dados foram digitados em uma planilha Excel, com dupla conferência. 
Para descrever as características da amostra segundo as variáveis em estudo foram 
feitas tabelas de frequência das variáveis categóricas, com valores de frequência 
absoluta (n) e percentual (%), e estatísticas descritivas das variáveis numéricas, com 
valores de média, desvio padrão, valores mínimo e máximo, mediana e quartis. 
Para comparação das variáveis categóricas entre os 3 grupos foram 
utilizados os testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados 
menores que 5). Para comparação das variáveis numéricas entre os 3 grupos foi 
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, devido à ausência de distribuição normal das 
variáveis. Para comparar os escores entre grupos e tempos foi usada a análise de 
variância para medidas repetidas, seguida dos testes de Tukey e de perfil por 
contrastes, com variáveis transformadas em postos/ranks devido à ausência de 
distribuição normal. 
Para comparar as variáveis categóricas entre antes e após o tratamento 
foram usados o teste de McNemar e o teste de simetria de Bowker para amostras 
relacionadas. Para comparação das variáveis numéricas entre antes e após o 
tratamento foi usado o teste de Wilcoxon para amostras relacionadas, devido à 
ausência de distribuição normal das variáveis. O nível de significância adotado para 
os testes estatísticos foi de 5% e para análises foi utilizado o software The SAS 
System for Windows, versão 9.2.  
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3.10 Aspectos Éticos 
Essa pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas – Unicamp, 
Plataforma Brasil, CAAE: 63218716.0.0000.5404 (ANEXO 8). A pesquisa cumpriu 
ainda os princípios éticos da Declaração de Helsinki (2000) e a resolução 466/2012 
do Ministério da Saúde (Brasil, 2012). As participantes foram convidadas a participar 
do estudo de livre e espontânea vontade e receberam todas as orientações sobre o 
conteúdo e a finalidade do mesmo. Foi lido e explicado, logo no início da entrevista, o 
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (ANEXO 6). Neste termo constam 
informações claras e acessíveis a respeito dos benefícios, possíveis riscos e 
inconvenientes dos tratamentos. O termo foi assinado por todas as mulheres que 
participaram do estudo, em duas vias, uma para arquivo e outra para participante. As 
orientações contidas no *nome completo* (CONSORT) foram observados e o estudo 
foi catalogado no Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos (Rebec).  
Foi garantido o sigilo das informações e o direito de retirar o consentimento, 
a qualquer momento, sem qualquer tipo de prejuízo na sua assistência na instituição. 
As mulheres receberam o tratamento de forma gratuita e auxílio para comparecerem 
a coleta de dados na forma de vale-transporte e vale-alimentação quando necessário. 
A documentação referente à pesquisa está mantida em sigilo e em local seguro, e 
será destruída em um prazo de cinco anos.  
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4. RESULTADOS 
Artigo 1. Fractional CO2 laser compared to promestriene and lubricant on 
genitourinary syndrome of menopause:  randomized clinical trial.  
 
 
 
Artigo 2. Histological and vaginal collagen changes after fractional CO2 laser and 
promestriene therapies in postmenopausal women with genitourinary 
syndrome. 
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Artigo 1. Fractional CO2 laser compared to promestriene and lubricant on 
genitourinary syndrome of menopause:  randomized clinical trial  
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Abstract 
Objective: To compare the efficacy and safety of fractional CO2 laser therapy, 
promestriene, and vaginal lubricants in the treatment of genitourinary syndrome and 
sexual function in postmenopausal women.  
Methods: A randomized clinical trial involving 72 postmenopausal women over the 
age of 50 years was performed. The women were randomized into three intervention 
groups with the following treatments: three sessions of intravaginal fractional CO2 
laser; 10 mg of promestriene cream intravaginal three times per week; vaginal lubricant 
alone. Vaginal maturation, vaginal health score (VHI), and Female Sexual Function 
Index (FSFI) were evaluated at baseline and at 14 weeks.  
Results: We observed an improvement in the elasticity, volume, moisture and PH in 
the CO2 laser and promestriene groups. The VHI score at 14 weeks was higher in the 
CO2 laser group (mean score 18,68), than in promestriene group (15,11), and 
lubrificant (10,44) (p < 0,001). Regarding vaginal maturation, there was a decrease in 
basal cells and an increase in superficial cells after treatment. This improvement was 
more significant in the CO2 laser group (p <0.001). The FSFI score only showed 
improvement in the desire and lubrication domains in the CO2 laser group. There were 
no differences in total FSFI score among the three treatment groups. There were no 
adverse effects associated with any of the treatments.  
Conclusion: Fractional CO2 laser for the treatment of genitourinary syndrome showed 
a better short-term efficacy than promestriene and lubrificant to improved vaginal 
health and a safety therapy in postmenopausal women 
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Introduction 
Genitourinary syndrome of menopause (GSM) describes various 
menopausal, genital (dryness, burning, and irritation), sexual (lack of lubrication, 
discomfort/pain, impaired function), and urinary symptoms (urgency, dysuria). GSM, a 
new term, was created to replace vulvovaginal atrophy (VVA) because it is more 
accurate, all-encompassing, and acceptable to participants. 1,2,3  
Decreased circulating estrogen reduces epithelium, collagen content and 
hyalinization, decreases elastin, increases connective tissue density, and decreases 
blood vessels, leading to vaginal pain, burning, fissuring and post-coital bleeding and 
negatively affect sexual activity .1  
Topical estrogen are the most common and effective treatment to GSM 
symptoms administered by creams, tablets, suppositories, and rings; however, no 
specific treatment regimen was superior to others 4 and the beneficial effect is more 
evident only during the time of therapy.5   The safety of low-dose vaginal ET remains 
concerning for survivors of estrogen-dependent neoplasias. In these women, non-
hormonal vaginal lubricants during sexual intercourse and moisturizers may be 
preferred initially.6,7,8  
In 2014, the SmartXide CO2 laser was cleared by the US Food and Drug 
Administration (FDA) for “incision, excision, vaporization and coagulation of body soft 
tissue in medical specialties including gynecology”.9 In 2014, Salvatore et al. performed 
the first pilot study with fractional CO2 laser to treat vaginal atrophy. They showed an 
improvement of GSM symptoms in postmenopausalwomen.10 Additional laser systems 
have since become available for GSM treatment restoring the vaginal tissue .11  
Current treatments for GSM, although effective in the short-term, are 
associated with relapses and low adherence. Thus, new therapeutic options are 
needed to overcome inconvenient vaginal administration, poor efficacy, and potential 
VVA contraindications. Although laser technology appears to be another option to 
GSM, long-term efficacy and safety data remain scarce and primarily come from 
observational studies with no comparison groups and only short-term follow-up. 
Despite this, vaginal lasers in clinical practice has been disseminated both for the 
treatment of genito urinary syndrome and aesthetic indication and this practice has 
received strong criticism from international regulatory agencies such as the FDA 12 and 
was endossed by medical societies such as NAMS.13 
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Thus, well-designed research to better delineate specific applications of this 
technology is desirable before advocating its universal use for the treatment of GSM. 
There are currently no studies comparing vaginal promestriene with vaginal laser 
therapy for GSM or sexual function.  Therefore, our objective was to compare the 
effectiveness and safety of fractional CO2 laser therapy, vaginal promestriene, and 
vaginal lubricant in treating GSM and sexual function in postmenopausal women. 
 
Participants and methods 
Sample size 
At the time that this protocol was developed, there were no studies 
comparing CO2 laser with estrogen and vaginal lubricant treatments. Thus, results from 
open prospective pilot intervention studies that compared fractional CO2 laser 
treatment with only one other treatment group and showed a change in VHI before and 
after treatment (13.1 ± 2.5 at baseline vs. 23.1 ± 1.9) were used as the basis for the 
present study 16. In view of other comparisons and analyses performed in the present 
study, an initial sample of at least 20 participants were chosen for each group. To 
account for the potential loss of participants during the follow-up period, the sample 
size was increased by 20% (n = 24 in each group), for a total of 72 participants. The 
power of the sample was then calculated according to the data obtained to evaluate 
the effect of the CO2 laser in comparison with the other treatment groups. Comparisons 
were based on changes in total VHI score, which led to a power of 0.999, considering 
mean values (M), standard deviations (SD) and mean square errors (MSE) of the 
numerical variable deltas (single degree of freedom contrast in one-way analysis of 
variance (ANOVA); thus setting the alpha level of significance at 5%. 
 
Study design and participants 
A randomized controlled clinical trial comparing three treatment groups 
followed for 12 weeks was performed. This study was conducted in the Women’s 
Health Hospital at the University of Campinas, Brazil between March 2017 and 
November 2018. The study protocol was approved by the Ethics Committee of the 
Faculty of Medical Sciences - UNICAMP under number (CAAE: 
56634016.0.0000.5404). CONSORT guidelines were observed and the study was 
cataloged in the Brazil Platform and Registry of Clinical Trials (Rebec) under the UTN 
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identifier U1111-1220-1620. All participants signed an informed consent form prior to 
the start of data collection.  
Seventy-two postmenopausal women were enrolled at the UNICAMP 
Menopause Outpatient Clinic or in the researcher's clinic. Inclusion criteria were: 
women aged 50 to 70 years; physiological amenorrhea for at least 12 months; 
symptoms of vaginal dryness with or without dyspareunia, vaginal burning or pruritus; 
no use of hormonal medication to treat any symptoms in the prior 6 months. 
Participants were excluded for any of the following: previous bilateral oophorectomy; 
body mass index (BMI) <18.5 kg/m2 or greater than 30 kg/m2; contraindications to local 
estrogen use, including recent myocardial infarction, severe arterial hypertension, 
diabetes mellitus, thromboembolic disorders, or previous breast cancer, endometrial 
cancer, or abnormal postmenopausal vaginal bleeding. Women on behavioral 
treatment for depression or on antidepressant medications, with any other psychiatric 
disorder, HIV-positive women on antiretroviral therapy, women with a history of 
previous radiation therapy, or women with prior surgery for stress urinary incontinence 
were also excluded.  
 
Study interventions and randomization 
The 72 women were randomly assigned to one of the three treatment 
groups so that 24 women in each group received one of the following treatments for 
12 weeks:  
x Three sessions of intravaginal fractional CO2 laser performed at 30-day intervals 
(4, 8, and 12 weeks) using the SmartXide2 V2LR, Monalisa Touch (DEKA Laser). 
x Vaginal cream containing promestriene: one vaginal applicator containing 1 g 
of cream and 10 mg of promestriene (Antrofi – Eurofarma Laboratorie S.A - 
Brazil) administered three times per week. 
x Lubricant gel: water based lubricant (KY – Johnson & Jhonson Estados Unidos) 
applied with sexual activity.  
The participants were randomized to 1 of 3 treatments at a ratio of 1:1 based on 
a computer-generated randomization list that was prepared by a statistician. The 
subject numbers and treatment codes were assigned after confirmation of the 
inclusion and exclusion criteria.  
Patients who used vaginal cream or lubricant gel received the product from 
the researcher and weekly the researcher's office maintained contact with the patient 
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to have information about possible side effects and also to reinforce the importance of 
using the method appropriately 
 
Procedures 
Laser treatment 
The procedures were performed in the outpatient clinic using the 
SmartXide2 V2LR, Monalisa Touch (DEKA) fractional microablative CO2 laser and did 
not require any specific preparation (e.g. analgesia/anesthesia). The subject was 
placed in dorsal lithotomy position, a vaginal speculum was inserted and the vaginal 
wall and uterine cervix secretions were removed. Next, the vaginal length measured in 
cm was evaluated and a 360-degree cylindrical probe was introduced, allowing the 
laser to reach the vaginal wall throughout its circumference. After introduction of the 
probe, it was rotated and progressively withdrawn, with continuous use of the pedal 
according to the pre-calibrated marks on the probe. The laser was set to a power 40 
w, with a dwelling time of 1.000 μs, dot spacing of 1.000 μm, and a smart stack of 2.0 
(16). Participants were advised to abstain from sexual activity for 10 days before 
treatment.  
 
Study outcomes 
The primary outcome was improvement in vaginal trophism. The 
parameters used to evaluate vaginal trophism were: 
 
Vaginal Health Index 
Vaginal Health Index (VHI) scores comprised the following 5 parameters: 
elasticity, fluid volume, pH, epithelial integrity, and moisture. Vaginal atrophy was 
considered to be present when the total score was less than 15. Each parameter was 
graded from 1 (worst condition) to 5 (best condition). The maximum possible score was 
25 points. The “elasticity” parameter was mainly evaluated by introduction and 
positioning of the speculum in the vaginal canal since, based on VVA severity, it was 
possible to observe less vaginal distensibility and greater pain in this phase. Cotton-
tipped applicators pressed along the vaginal walls, were used to add further 
information regarding vaginal “elasticity”. The “epithelial integrity” parameter was also 
evaluated during speculum introduction by observing the tendency of the vaginal walls 
to bleed. The “vaginal pH” was evaluated using a colorimetric test, and the “fluid 
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volume” was evaluated using a cotton-tipped applicator as it was passed over the 
vaginal walls. The VHI was performed by a single evaluator who had no knowledge of 
the study group and whether it was pre or post treatment be randomized. The 
evaluation of the indexes is done by the standardized technique in Climacteric 
Ambulatory of UNICAMP (State University of Campinas, state of São Paulo, Brazil. 
 
Vaginal maturation 
Vaginal smear samples were collected from the upper distal third of the right 
lateral wall using an Ayre spatula. Parabasal (P), intermediary (I), and superficial (S) 
cell counts were obtained to determine the degree of atrophy based on the Frost index 
comprising an objective transcription of the differential count. The greater the vaginal 
atrophy, the greater the estrogenic deficiency. When d 30% of the deep cells were 
present in the vaginal smears, mild hypoestrogenism was diagnosed. The presence of 
deep cells between 30% and 49% was compatible with moderate hypoestrogenism 
and >50% of deep cells was indicative of hypoestrogenism.14  
 
Sexual Function 
The secondary outcome was the Female Sexual Function Index (FSFI). 
This questionnaire contains 19 item questions and was developed as a brief but multi-
dimensional self-reporting instrument for assessing the key dimensions of female 
sexual function. It was developed using a sample of normal female controls and age-
matched participants who met the DSM-IV-TR criteria for female sexual arousal 
disorder (FSAD). The FSFI addresses six domains of sexual function (desire, arousal, 
lubrication, orgasm, satisfaction, and pain) and provides a total score. Full scale scores 
ranging from 2.0 (severe dysfunction) to 36.0 (absence of dysfunction were evaluated. 
The validated FSFI version for the Portuguese language was used15 . A cutoff score of 
26,55, as reported by Wiegel et al.,16 is currently used to differentiate the presence or 
absence of sexual dysfunction. 
 
Statistical analysis 
To describe the characteristics of the sample according to the variables in 
the study, categorical variable frequency tables were created with absolute (n) and 
percentage (%) frequency values. For numerical variables, means and standard 
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deviations were calculated. The analysis was performed using an intention-to-treat 
method with last observation being carried forward in cases of missing follow-up data. 
To compare the categorical variables among the 3 groups, chi-Square or 
Fisher's exact tests were used (for expected values less than 5). The Kruskal-Wallis 
test was used to compare the numerical variables among the 3 groups, due to the 
absence of normal distribution of the variables. To compare the scores between the 
groups and between the baseline and post-treatment (14 weeks) results, a repeated 
measures analysis of variance (AN 
OVA) was used. ANOVA, followed by Tukey’s and contrast profile tests, were 
performed, with variables transformed into positions / ranks due to the absence of a 
normal distribution. 
To compare the categorical variables before and after treatment, the 
McNemar test and the Bowker symmetry test were used for related samples. The 
Wilcoxon test for related samples was used to compare numerical variables before and 
after treatment due to the absence of a normal distribution of the variables. The 
significance level for the statistical tests was set at 5%. The statistical analysis was 
performed using SAS for Windows, version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
 
Results 
A total of 267 women were recruited to participate in the study; however, 
only 72 met the inclusion criteria and were randomized into the three treatment groups 
(Figure 1), CO2 laser treatment, promestriene, and vaginal lubricant (Flow chart Figure 
1). The main characteristics of the study population are described in Table 1.  
Of the 72 women enrolled, 2 women in the CO2 laser group, 5 in the 
promestriene group, and 8 in the lubricant group discontinued the study before 12 
weeks. One woman using lubricant discontinued the study because she developed 
allergic vaginitis in week 4 and the treatment was immediately discontinued. No other 
adverse effects were reported with laser, promestriene, or lubricant treatments.  
The mean ages were 57.83 r 5.01, 57.21 r 5.26 and 56.79 r 5.33 years for 
the laser, promestriene, and lubricant groups, respectively, with no significant 
difference between the groups (p = 0,784). There were no significant differences in 
mean age of menopause between the groups (p=0,446). The majority of the 
participants declared themselves to be white, but there was a higher percentage of 
non-whites in the promestriene and lubricant groups (p = 0.043). Regarding education, 
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in the promestriene group, the participants achieved lower educational levels (p = 
0.033). The socio-demographic and clinical data are described in Table 1.  
Table 2 shows the comparison of each parameter and the total VHI. The 
mean baseline score for each of the 5 parameters and the total baseline score were 
low and there were no statistically significant differences between the three treatment 
group. After 12 weeks of treatment, the results were taken 2 weeks later (after 14 
weeks total) and there were significant differences in the mean score for each isolated 
parameter, supported by the following ANOVA results: improvements in elasticity (F = 
43.41; p < 0.001), volume (F = 60.43; p < 0.001), moisture (F = 86.92; p < 0.001) and 
epithelial integrity (F = 43.54; p < 0.001). The vaginal pH decreased to 3.98 in the CO2 
Laser group, 4.89 in the estriol group, and 5.75 in the lubricant group; ANOVA shows 
that the these results differ signficantly between each other (F= 7.43; p=0.001). There 
was also a statistically significant difference in the mean total VHI score between pre 
and post treatment (F = 126.98; p <0.001) and between groups (F = 4.40; p = 0.017).  
The highest score was observed for the CO2 group laser at 18.68 (±3.20), followed by 
promestriene and lubricant, at 15.11 (±3.98) and 10.44 (±2.78), respectively.  
The VHI increases are as follows: CO2 group 9.36 (± 3.40), promestriene 
5.89 (± 3.68) and lubricant 0.06 (±1.65). Pair-wise ANOVA testing confirms that all 
group increases are significantly different from one another: CO2 vs promestriene p = 
0.003262, CO2 vs lubricant p < 0.001 and promestriene vs lubricant p < 0.001. 
The vaginal maturation indicated by the Frost Index showed significant 
differences in the percentage of basal cells before treatment. After treatment, there 
was a decrease in basal cells and an increase in intermediate and superficial cells 
indicating an improvement in vaginal maturation (p <0.001), which was more evident 
in the CO2 laser group (Table 3). 
In analyzing the FSFI, we observed some improvement in isolated domains 
of sexual function, improvements in the desire and lubrication domains in the laser 
group, and improvements in orgasm, satisfaction, and pain in the lubricant group. The 
were no significant differences in the total score in each of the domains of sexual 
function between three treatment groups. (Table 4).  
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Discussion 
This study evaluated the efficacy of the fractional CO2 laser compared to 
well-established treatments for managing postmenopausal GSM and sexual function 
and showed safe effective improvements in vaginal parameters with laser therapy. 
Laser treatments are being increasingly used by gynecologists. Currently, 
two laser-technologies, microablative fractional CO2 lasers and non-ablative 
photothermal Erbium: YAG lasers have been used in postmenopausal women with 
GSM. A relative number of studies have shown the efficacy of lasers in reversing 
vaginal atrophy related to menopause. 11,12,17,21 Most studies are still open, have small 
numbers of participants, and only short-term follow-up.17 
In our study, vaginal health objectively measured by the VHI showed 
improvement across all five parameters (overall elasticity, fluid secretion type, pH, 
epithelial integrity, and moisture). There was a greater increase in total VHI after CO2 
laser therapy compared with vaginal estrogen therapy, which is considered the gold 
standard treatment for VVA.22.23  
After treatment, there was a significant decrease in vaginal pH to normal 
levels (between 3.8 and 4.5) in the CO2 laser and promestriene groups, indicating 
normalization of vaginal health, which did not occur in the lubricant group. Lubricants 
succeeded in reducing friction and irritation during sexual activity, but did not correct 
vaginal parameters or provide a long-term solution.    
Our Frost index results demonstrated improved cytological patterns, with 
significantly decreased in basal cells and increased superficial cells that was more 
pronounced in the laser group.  
Our results agree with those of Gaspar et al. (2017), whose prospective 
open study compared the effects of the Erbium laser with vaginal estriol. They 
observed greater vaginal maturation after laser treatment than after estriol treatment. 
They emphasized that despite vaginal maturation improvements with estriol, the 
beneficial effect began to decrease after 3 months, whereas in the laser group, the 
improvement was greater and lasted up to 12 months.24  
A recent systematic review on vaginal laser therapy included 14 eligible 
studies with 542 participants. All the studies were prospective, uncontrolled, and 
compared symptoms before and after treatment. Laser therapy was used to treat 
sexual function and vaginal symptoms including dryness, dyspareunia and itching. 
However, the quality of the body of evidence was "low" or "very low since no 
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randomized controlled trials were retrieved. The authors concluded that changes in the 
clinical management of GSM could not be proposed based on the available evidence 
in the literature.17     
The first double-blind randomized study of Cruz et al. in 2018 compared 
CO2 laser alone, estrogen alone, and a combination of both treatments. They showed 
that the fractional CO2 laser plus local estrogen seemed to be effective and 
advantageous for improving vaginal health.21 
Regarding sexual function, we observed significant improvement in desire 
and lubrification domains in the laser group, but there was no significant difference in 
total FSFI score between the three treatments. After treatment, the total score 
increased (not significantly) about 3 points in the laser and promestriene groups. The 
score remained under the threshold value of 26.55 that defines sexual dysfunction.16 
Most laser studies showed slight improvement in sexual function after laser 
therapy, although most women continued to have sexual dysfunction based on FSFI 
score. However, many women who had previously ceased sexual activity due to 
vaginal symptoms, resumed their sex life after laser treatment.17 Differences in our 
study results and those of other studies may result from methodological differences 
(methods of measuring sexual function in clinical trials25, sample sizes and 
populations); however, it is important to emphasize that sexual function is complex and 
can be affected by many factors at any age. In climacteric women, the problems can 
worsen due to dyspareunia, decreased desire and arousal, longer relationships, and 
changes in body image.25,26 
In our study, there were no adverse effects after laser therapy. Gambacini 
et al. reported that less than 3% of women discontinued therapy due to adverse effects 
and the beneficial effect of laser therapy persisted for 18 to 24 months.28,29  
Although the small number of participants and short-term follow-up are the 
main limitations of this study, we consider that it is relevant and highlights the need for 
new alternatives in the treatment of GSM. Because we compared a new technology 
with conventional standard treatments through a randomized clinical trial, the results 
are consistent and contribute level A evidence for the efficacy of lasers to treat a highly 
prevalent condition in postmenopausal women. 
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Conclusion 
Fractional CO2 laser seems to be a viable alternative treatment for 
genitourinary syndrome that is proven to safely improve vaginal symptoms in 
postmenopausal women in the short-term. Randomized studies with long-term follow-
up and adequate sample sizes are needed to evaluate the effects of laser treatments 
compared to other therapies and accumulate evidence to incorporate this new 
technology into routine clinical practice. 
 
Figure 1. Flowchart of study participants 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Excluded (n = 195) 
- Did not meet inclusion criteria (n = 178) 
- Declined to participate (n = 17) 
 
Randomized (n = 72) 
Enrollment 
Allocated to Lubricant (n= 24) 
- Received allocated intervention (n=24) 
Did not receive allocated intervention (n=0) 
Allocated to Laser (n=24) 
- Received allocated intervention (n=24) 
- Did not receive allocated intervention (n=0) 
Allocated to Estriol (n= 24) 
- Received allocated intervention (n=24) 
- Did not receive allocated intervention (n=0) 
Allocation Allocation 
Lost to follow-up (n=5)             
Discontinued intervention (n=0) 
Analyzed (n=24) 
Excluded from analysis (n=0)                       
Analyzed (n=24) 
Excluded from analysis (n=0)    
Analyzed (n=24) 
Excluded from analysis (n=0) 
Analysis            Analysis 
Assessed for eligibility (n = 267) 
Lost to follow-up (n=2)             
Discontinued intervention (n=0) 
Lost to follow-up (n=8)             
Discontinued intervention (n=0) 
Follow-Up Follow-Up 
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Table 1 – Demographic and clinical characteristics of the study participants at baseline 
according to treatment group  
 
  
 
P value for the Kruskal-Wallis test 
Characteristics Laser Promestriene Lubricant  p 
(Median r DP) (Median r DP) (Median r DP) 
Age (years) 57.83 r 5.01 57.21 r 5.26 56.79 r 5.33 0.784 
Years since menopause    9.35 r 4.61   9.96 r 7.35   8.58 r 6.89 0.446 
Menopause age (years) 48.91 r 4.09 47.21 r 6.62 48.33 r 5.62 0.747 
 n % n % n %  
Race 
    White  
    Non-white 
 
23 
1 
 
95.83 
4.17 
 
16 
8 
 
66.67 
33.33 
 
17 
7 
 
70.83 
29.17 
 
0.043 
Education 
     Elementary school 
     High school 
     High education 
 
2 
6 
16 
 
8.33 
25.00 
66.67 
 
11 
7 
6 
 
45.83 
29.17 
25.00 
 
4 
6 
14 
 
16.67 
25.00 
58.33 
 
0.033 
Smoking 
     Smoker/Ex-smoker 
     Nonsmoker 
 
5 
19 
 
20.83 
79.17 
 
8 
16 
 
33.33 
66.67 
 
9 
15 
 
37.50 
62.50 
 
0.792 
Parity  
      0  
      1 
     t 2 
 
1 
4 
19 
 
4.16 
16.67 
79.17 
 
3 
4 
17 
 
12.50 
16.67 
70.83 
 
2 
3 
19 
 
8.33 
12.50 
79.17 
 
0.865 
Marital status 
     Single 
     Married 
     Divorced 
 
0 
16 
8 
 
0 
66.67 
33.33 
 
3 
18 
3 
 
12.50 
75.00 
12.50 
 
2 
19 
3 
 
8.33 
79.17 
12.50 
 
0.148 
Profession 
     Employed/paid worker 
     Work at home  
    Retired 
 
15 
4 
5 
 
62.50 
16.67 
20.83 
 
16 
6 
2 
 
66.67 
25.00 
8.33 
 
17 
4 
3 
 
70.83 
16.67 
12.50 
 
0.759 
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Table 2 – Vaginal Health Index score (VHI) at baseline and 14 weeks according to treatment 
group 
VHI  Laser 
Median (SD) 
Promestriene  
Median (SD) 
Lubricant 
Median (SD) 
p* 
Elasticity 
      Baseline 
      Week 14 
       P baseline  
       x week 14 
 
 
2.04 (0.55) 
3.41 (0.91) 
    
    0.006 
 
 
1.96 (0.55) 
2.58 (0.81) 
    
    0.025 
 
2.08 (0.65) 
2.19 (0.54) 
    
    0.970 
 
0.817 
< 0.001 
Fluid volume 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline  
       x week 14 
 
 
1.92 (0.58) 
3.41 (0.73) 
 
    0.029 
 
1.79 (0.66) 
2.79 (0.99) 
 
    0.030 
 
1.92 (0.72) 
2.00 (0.63) 
 
    0.572 
 
0.736 
< 0.001 
pH 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline  
       x week 14 
 
 
6.33 (0.64) 
3.98 (0.59) 
 
    0.001 
 
6.21 (0.66) 
 4.89 (0.94) 
 
    0.043 
 
6.17 (0.70) 
5.75 (0.58) 
 
    0.262  
 
0.799 
< 0.001 
 
Moisture 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline  
       x week 14 
  
 
2.17 (0.92) 
3.98 (0.59) 
 
     0.036                        
 
1.83 (0.70) 
3.11 (0.88) 
 
 0.030 
 
2.04 (0.75) 
2.13 (0.89) 
 
   0.392 
 
0.799 
< 0.001 
 
 
Total 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline  
       x week 14 
 
 
 
9.50 (2.59) 
18.68 (3.20) 
 
  < 0.001 
 
 
9.00 (2.52) 
15.11 (3.98) 
 
  < 0.001  
 
 
 
9.79 (3.09) 
10.44(2.78) 
 
   1.000 
 
 
0.836 
< 0.001 
* P value for the Kruskal-Wallis test Laser ≠Promestriene; Laser≠ Lubricant, Promestriene ≠ Lubrican 
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Table 3 – Frost index at baseline and 14 weeks according to treatment group 
 Cells Laser 
Media (SD) 
Promestriene  
Media (SD) 
Lubrificant 
Media (SD) 
P* 
Basal 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline 
      x week 14 
Δ baseline and 
week 14 
       
 
27.23 (17.20) 
5.82 (4.23) 
 
< 0.001 
-21.41 (16.50) 
 
 
 
27.84 (22.62) 
20.84 (23.39) 
 
0.080 
-7.00(10.36) 
 
37.00 (21.69) 
40.19 (18.10) 
 
0.537 
3.19(23.26) 
 
0.044 
<0.001 
 
 
<0.001a 
Intermediary 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline 
      x  week 14 
      Δ baseline 
and week 14 
 
 
73.45 (16.72) 
88.73 (5.81) 
 
< 0.001 
15.27(14.98) 
 
71.89 (22.67) 
77.68 (22.66) 
 
0.042 
5.79(10.86) 
 
61.50 (24.15) 
58.88(18.24) 
 
0.715 
-2.63(26.75)         
 
0.027 
<0.001 
 
 
0.031b 
 
Superficial 
      Baseline 
      Week 14 
      P baseline 
      x week 14 
      Δ baseline      
and week 14 
 
0.50 (1.74) 
5.00 (3.83) 
 
< 0.001 
4.50(4.27) 
 
0.26 (1.15) 
   2.00 (2.62) 
 
      0.004 
1.74(2.56) 
 
0.25 (0.77) 
0.31 (1.25) 
 
1.000 
0.06(1.53) 
 
0.877 
<0.001 
 
 
<0.001c 
p value for the Kruskal-Wallis test 
pa Laser ≠Promestriene and Laser ≠Lubricant 
pb Laser ≠Lubricant 
pc Laser ≠Promestriene 
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TABLE 4 – Sexual Function Questionnaire – FSFI score 
FSFI domain Laser  
Mean (SD) 
Promestriene  
Mean (SD) 
Lubricant  
Mean (D) 
p* 
Desire 
  Baseline  
  Week 14  
  P (baseline x week 14) 
 
2.80 (1.20) 
3.16 (1.19) 
0.047                                       
 
2.83 (1.24) 
2.97 (0.93) 
0.910 
 
2.98 (1.45) 
2.89 (1.09) 
0.406 
 
0.643 
Arousal  
  Baseline 
  Week 14 
  P (baseline x week 14) 
 
2.95 (1.80) 
3.22 (1.61) 
0.533 
 
2.64 (1.87) 
2.87 (1.83) 
0.417 
 
2.63 (1.77) 
2.93 (1.52) 
0.399 
 
0.62 
 
8 
Lubrication  
  Baseline 
  Week 14 
  P (baseline x week 14) 
 
2.46 (1.74) 
3.59 (1.94) 
0.011 
 
2.00 (1.46) 
2.75 (2.02) 
0.139 
 
2.44 (1.65) 
2.86 (1.44) 
0.051 
 
0.234 
Orgasm  
  Baseline 
  Week 14 
  P (baseline x week 14) 
 
2.93 (1.96) 
3.64 (1.96) 
0.061 
 
2.85 (1.89) 
2.86 (2.14) 
0.808 
 
2.67 (1.93) 
3.39 (1.74) 
0.014 
 
0.404 
Satisfaction 
  Baseline 
  Week 14 
  P (baseline x week 14) 
 
3.58 (1.55) 
3.76 (1.53) 
0.351 
 
3.30 (1.62) 
3.96 (1.58) 
0.098 
 
3.13 (1.48) 
4.00 (1.37) 
0.038 
 
0.918  
 
Pain 
  Baseline 
  Week 14 
  P (baseline x week 14) 
 
2.55 (1.85) 
3.18 (2.39) 
0.456 
 
1.73 (1.50) 
2.63 (2.09) 
0.188  
 
2.00 (1.80) 
1.72 (1.07) 
0.969 
 
0.202 
Total  
  Baseline 
  Week 14 
  P (baseline x week 14) 
 
17.28 (8.46) 
20.55 (8.68) 
0.134 
 
15.35 (7.57) 
18.04 (9.46) 
0.182  
 
15.84 (7.66) 
17.79 (7.13) 
0.038 
 
0.396 
* P value for the Kruskal-Wallis test to compare values between the 3 groups. 
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Abstract 
Objective: To evaluate the histological and vaginal collagen changes after fractional 
CO2) laser and promestriene therapies in postmenopausal women with genitourinary 
syndrome. Methods: Twenty postmenopausal women aged 50 years or older with 
follow-up at the Menopause Clinic of the CAISM/State University of Campinas were 
included and randomized to treatment with vaginal promestriene or fractional CO2 laser 
therapy. Vaginal biopsies were obtained from the junction of the upper and middle 
thirds of the lateral vaginal wall at baseline and after 14 weeks of treatment. The 
specimens were evaluated through optical and morphometric analyses using 
hematoxylin and eosin (H&E) and Picrosirius red stained sections under polarized light, 
and by second-harmonic generation (SHG) optics microscopy. Results: After 
treatment, histological findings showed a thicker epithelium with increased cell layers 
and higher surface maturation. No difference in the collagen was identified through 
H&E or Picro Sirius stains. Significant differences were found in Fast Fourier Transform 
(FFT) analysis of collagen content, organization and orientation in SHG images among 
the four parameters analyzed. Second angular momentum analysis revealed 
increased values (higher collagen disorganization) comparing the baseline and after 
14 weeks in both groups. The density of collagen, percentage of the collagen area, 
and entropy were increased in both groups, but the difference was more evident in the 
laser group, indicating the synthesis of collagen and greater disorganization. 
Conclusion: Fractional CO2 laser and vaginal promestriene therapies produce 
remodeling of the vaginal mucosa, with neocollagenesis in some aspects more evident 
with laser therapy. 
 
Keywords: CO2 laser, vulvovaginal atrophy, postmenopause, vaginal histology,  
collagen and promestriene  
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Introduction 
The prevalence of genitourinary syndrome, which is the result of decreased 
estrogen levels in target tissues such as the vagina and urogenital epithelium, in 
postmenopausal women ranges from 27% to 55%1. Symptoms persist in 10% to 25% 
of women who receive systemic hormone therapy.1  
These endocrinological and biological changes include but are not limited 
to genital (dryness, burning, and irritation), sexual (lack of lubrication, discomfort or 
pain, and impaired function), and urinary symptoms (urgency, dysuria, and recurrent 
urinary infection). Women may present with some or all signs and symptoms, and 
these contribute to female sexual dysfunction and worsening of quality of life.2,3  
With estrogen withdrawal, significant anatomical and physiological changes 
occur in urogenital tissues. The vaginal walls become thinner, and the surface of the 
mucosa appears dry and friable and bleeds easily. Histological findings included the 
appearance of rare mitotic figures in the suprabasal layer, a low proliferative index, 
mature cells with an immature aspect, a high nucleus/cytoplasm ratio, reduction of 
collagen and elastin content, increased connective tissue density, and reduced 
epithelial thickening of blood vessels with decreased glycogen content and surface 
decay. These alterations cause changes in the vaginal flora, with a decrease of the 
lactobacilli and increase in vaginal pH.3,4 
Topical, low-dose estrogen is considered first-line pharmacological 
treatment for symptoms of genitourinary syndrome of menopause (GSM) because is 
superior (80% to 90%) to systemic therapy (75%) regarding efficacy and safety 5.  
Its effects on vulvovaginal tissue include increased blood flow, increased 
secretions, increased thickness of the vaginal epithelium, and reduced pH. However, 
in some conditions such as breast cancer or other estrogen-dependent cancers, the 
use of estrogen is not recommended. Another drawback of this approach is the 
recurrence of symptoms once treatment has been suspended, and although the low-
dose may be required for long-term treatment, many women are uncomfortable with 
the frequent vaginal application.6 Hormonal and topical therapies have an effect on the 
surface of the vaginal epithelium, which is an effect mainly exerted while these 
therapies are actively being used.7,9 
Nowadays, there has been a greater demand for a long-term option that can 
effectively treat the deeper layers of the vaginal mucosa in addition to the epithelium. 
Laser therapy is a new technology that has emerged as a treatment option for GSM 
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based on the fact that the laser activates the body’s own mechanism to repair, grow, 
and heal tissues. Authors have observed restoration of the thick squamous stratified 
vaginal epithelium with a significant storage of glycogen in the epithelial cells.10,11 
Moreover, in the connective tissue constituting the propria lamina, active fibroblasts 
synthesized new components of the extracellular matrix, including collagen and ground 
substance molecules (the extrafibrillary matrix). Different from atrophic mucosa, newly-
formed papillae of connective tissue indented in the epithelium and typical blood 
capillaries penetrating inside the papillae have been also observed.10 
Few studies have evaluated the changes in collagen in samples of vaginal 
biopsies after laser therapy; most studies have evaluated the structure of collagen in 
vaginal biopsies using the histological examination as the gold standard technique.12,15 
There are several ways to analyze collagen tissue.16-19 Subtle changes may not be 
detected on tissue sections stained with hematoxylin and eosin (H&E). The 
morphometric technique of using Picrosirius  red stained sections under polarized light 
is useful for evaluating collagen density.16,17 
Recently, second-harmonic generation (SHG) microscopy has emerged as 
a powerful modality for generating images of fibrillar collagen in several tissues. This 
technique allows to be used to obtain more structural information on the assembly of 
collagen in the tissues than is possible with other techniques of microscopy.18,19 
Both topical estrogen and carbon dioxide (CO2) laser therapies have been 
used to treat both vaginal symptoms and urinary symptoms. However, no study has 
compared the effects of these treatments on histological changes and the production 
of vaginal collagen in postmenopausal women. The objective of this study was to 
evaluate the histological and vaginal collagen changes in vaginal mucosa after 
fractional CO2 laser and promestriene  therapies using second-harmonic generation 
techniques in postmenopausal women with genitourinary syndrome. 
 
Methods 
Study design 
This prospective study was part of a randomized clinical trial conducted in 
the Women Health Hospital (CAISM) of State University of Campinas (UNICAMP) in 
Brazil between March 2017 and November 2018. Approval was obtained from the 
Research Ethics Committee of the UNICAMP School of Medicine (number: CAAE 
58 
63218716.0.0000.5404). All participants signed an informed consent form before data 
collection started. 
 
Study population 
The original study was a randomized clinical trial of 72 postmenopausal 
women who had genitourinary syndrome and complaints of vaginal atrophy. Women 
were randomly assigned to one of the following 3 treatment groups, with 24 women in 
each group receiving 1 of the treatments for 12 weeks: (1) 3 sessions of intravaginal 
fractional CO2 laser therapy performed at intervals of 30 days (4, 8, and 12 weeks) 
using the SmartXide2 system (Monalisa Touch, DEKA Laser, Florence, Italy); (2) 
vaginal promestriene 3 times a week, or (3) lubricant with gel (the control group). 
The selected study population included women older than 50 years with 
physiological amenorrhea for more than 12 months; women with symptoms of vaginal 
dryness associated or not associated with dyspareunia, vaginal burning, or pruritus; 
and women who had not used hormonal medication in the last 6 months. The exclusion 
criteria were body mass index less than 18.5 kg/m2 or greater than 30 kg/m2 and 
women with contraindications for estrogen therapy, such as recent myocardial 
infarction, severe arterial hypertension, diabetes mellitus, thromboembolic 
antecedents, previous cancer of the breasts and endometrium, and genital bleeding of 
unknown origin. Participants who received treatment for depression or other 
psychiatric disorders and HIV, and those who received previous radiation therapy and 
surgery for stress urinary incontinence were also excluded. 
In the present study, the first 20 women selected were submitted to vaginal 
biopsy. One woman performed only the initial biopsy and in another case the fragment 
was very small. Herein, we describe the findings obtained from the vaginal mucosal 
biopsies of 18 women, of whom 9 received CO2 laser treatment and the other 9 
received vaginal promestriene treatment. The biopsies were performed before the first 
treatment and at the end of 14 weeks. In the lubricant group, the biopsies were not 
performed because of ethical reasons, so the controls were biopsies pre-treatment. 
Weekly the nursing technique that followed the procedures, maintained 
telephone contact to know the use, the need for medication that was provided free of 
charge and possible side effects 
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Vaginal Biopsies 
With the participant in the gynecological position, the vaginal speculum was 
inserted, an anesthetic button was applied on the distal right lateral wall of the vagina 
with 2% lidocaine, and a 4-mm punch biopsy specimen was collected. The biopsy 
fragment was fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. The 5-micron 
thick sections were stained with H&E and Picrosirius  red for histological evaluation. 
Special care was taken to ensure the correct orientation of the specimens in order to 
obtain sections perfectly perpendicular to the mucosal surface. 
 
Collagen analysis 
First, the stained sections were subjectively analyzed. Second, new 
sections were obtained and stained by Picrosirius red and examined under polarized 
light. For each sample, 3 images of the subepithelial connective tissue were collected 
at a 400× magnification and saved in TIFF format to quantify the density of the collagen 
fibers through the morphometric method of virtual cycloids, by using an electronic 
tool.20 
Nonlinear optics multiphoton microscopic images from the subepithelial 
connective tissue were acquired with a 1024 × 1024 pixel spatial resolution using an 
inverted microscope (Zeiss Axio Observer.Z1 LSM780, Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany), and the samples were excited by a Ti: sapphire laser (MaiTai, Spectra 
Physics, Mountain View, CA, USA) in the National Institute of Photonics Applied to Cell 
Biology. A pixel dwelling time of 2.55 µs with an average total scanning time of 4 s was 
used. The sample was excited with 800 nm, and a NA 1.3 40× oil immersion objective 
(EC Plan Neofluar, Carl Zeiss). SHG as generated at 400 nm and collected in the 
forward direction by a non-descanned PMT using a filter cube with a 415 short-pass 
dichroic filter and a 390/40 band-pass filter to exclude fluorescence, and a 690 short-
pass filter to block the laser. For all image analyses, we used ImageJ (National 
Institutes of Health, Bethesda, MD, http://rsb.info.nih.gov/ij).18 In each SHG image, we 
selected specific regions of interest with a 26,7817,38 µm2 area, and this box was used 
in all images. This procedure was important because it enabled us to analyze the same 
place in all images. The tissue texture analysis through SHG was based on the 
following 4 parameters: entropy, second angular moment, and contrast extracted from 
the grey-level co-occurrence matrix (GLCM) and optical density (OD) of 256 gray-level 
transformed images.  
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Laser device 
A fractionated CO2 laser system (SmartXide2V2LR, Deka, Florence, Italy) 
was equipped with a Vulvovaginal Laser Reshaping (V2LR) scanning system, and 
adequate probes were used for the vaginal area. The CO2 laser was focused on small 
spots (DOTs) that were separated by healthy tissue. The laser beam penetrates the 
tissue and releases the heat only when the defined depth is reached. In D-Pulse mode, 
depth (SmartStak parameter, 1-3) and quantity (energy, dwell time, and spacing) it is 
possible to control the heat that will be transferred to the fabric. The SmartStak function 
allows careful control of the depth of vaporization and thermal action allowing cooling 
of the mucosa between the pulses minimizing thermal damage. The pulses produce a 
rapid ablation of the epithelium of the atrophic vaginal mucosa and longer pulses allow 
the CO2 laser to penetrate in the mucosa. Using a special probe that releases energy 
in 360◦ it is possible to treat the whole area of the vaginal mucosa. The laser is reflected 
by a 45 ° mirror, which is placed at the tip of the probe, in order to direct to the vaginal 
walls without irradiation on the cervix. The probe is inserted into the vagina and through 
withdrawal movement and clockwise rotation using a regulatory tool, the entire surface 
of the vagina is treated. 
 
Laser treatment 
The participant was placed in a gynecological position. The vaginal 
speculum was inserted, and secretions of the vaginal walls and uterine cervix were 
removed. Initially, the vaginal length measured in cm was evaluated, and a 360° 
Picrosirius cylindrical probe was introduced, enabling the laser to reach the vaginal 
wall. After introducing the probe, it was rotated and progressively withdrawn, with 
continuous use of the pedal and the marks already calibrated on the probe. The laser 
was set to a power of 40 W, dwelling time of 1,000 ms, dot spacing of 1,000, and smart 
stack of 2.0.20 The participants were instructed to abstain from sex for 10 days. 
 
Statistical analysis 
Statistical analyses for categorical variables were performed using the chi-
square test or Fisher’s exact test for expected  values less than 5. To compare 
variables between the groups, the Mann-Whitney test was used and for comparisons 
between groups the Wilcoxon Signed Ranks test. The significance level adopted for 
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the statistical tests was 5%, and SAS System for Windows, version 9.2 software (SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA) was used to perform all statistical analyses. 
 
Results 
The mean age of the studied population was 56.00 ± 4.39 (range 51-69) 
years, mean time since menopause was 8.28 (SD ± 4.39) years, and menopause age 
was 47.67 (SD ± 4.83) years. There was no difference in clinical characteristics 
between the treatment groups (Table 1) 
Before treatment, all biopsies showed atrophic mucosa with a very thin 
epithelium formed by a few cell layers (5-10) and connective tissue that lacked 
indentations in the papillae. After treatment, the following histological changes were 
observed: increased epithelial thickness, increased cell maturation (with greater 
numbers of intermediate and superficial cells), and extension of the epithelial edges, 
indicating a decrease in epithelial atrophy (Figure 1A-D). 
 
Figure 1 
A) Epithelium composed predominantly of parabasal cells before treatment. 
B) Higher numbers of intermediate and superficial cells than parabasal cells are shown 
after treatment.  
C) An example of an atrophic epithelium with few layers of cells, and the epithelial 
connective junction shows even features.  
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D) An increased number of cell layers with extension of the epithelial edges, large 
intermediate superficial cells, connective tissue with deep papillae and the epithelial 
junction are shown, indicating structural recovery. 
The subjective analysis of H&E-stained sections could not detect any 
changes. No significant difference in the collagen density, as evaluated through 
Picrosirius red-stained sections, was found (data not shown). Relevant microscopic 
SHG findings are summarized in Table 1. Fast Fourier transform-fitted ellipses were 
used to evaluate optical density (OD) and GLCM. In the integrated OD of the SHG 
signal generated by collagen fibers, the results showed an increase in the 4 parameters 
analyzed. Through SHG second angular momentum analysis, increased values were 
found between the baseline moment and 14 weeks after treatment in both the laser 
group and promestriene group, revealing greater collagen disorganization. The density 
of collagen, entropy (also revealing greater collagen disorganization), and percentage 
of the collagen area were also increased in both groups, but the differences were more 
evident after the use of CO2 laser treatment although it reached statistical significance 
only for % of area. (Table 1) (Figure 2). 
 
Figure 2- Representative SHG images of vaginal collagen before (A) and after 
(B) fractional CO2 laser treatment.  After treatment (B) both higher  optical density 
and disorganization (revealed by higher entropy from gray-level co-occurrence 
matrix) are seen.      
 
Discussion 
Vaginal laser therapy has been shown to be an effective therapy in the 
clinical improvement of vaginal symptoms attributed to revitalization of the vaginal 
tissues. Energy devices generally produce contraction of the tissue as heat develops 
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upon reaching the tissue impedance. The CO2 laser causes immediate contraction of 
heat-induced collagen and subsequent tissue remodeling.21-23 The present study’s 
results showed an increase in the production of vaginal mucosa collagen due to a direct 
photothermal effect through application of the microablative CO2 laser. 
Our histological findings based on H&E staining were compatible with 
restoration of the vaginal mucosa in a manner similar to that observed by other 
authors12,14,15. Others histological studies of the inspected samples taken from 
participant before the treatment series showed typical findings of the lack of estrogen, 
whereas biopsies posttreatment showed thickening of the epithelium and basement 
membrane, improved vascularization, reduced inflammation, increased collagen, 
fibrin, and elastin content, as well as higher water content.12,14,15 These findings 
showed strong signs of stimulation of the production of fibroblasts, which produced 
new components of the extracellular matrix. 
Collagen and elastin also participate in the control of the biomechanical 
characteristics of vaginal tissue.24 The collagen fibers are more rigid, whereas the 
elastin fibers provide tissue elasticity. Therefore, collagen fibers are the main 
determinants of the resistance of the vaginal wall and its mechanical resistance. 
Several subtypes of collagen copolymerize to form mixed fibrils, whose size and impact 
on the biomechanical strength of the tissue are largely dependent on the proportion of 
collagen subtypes in the fiber.25,27 The main subtypes of collagen present in the vagina 
are I, which forms large and strong fibers; III, which forms smaller fibers of lower tensile 
strength, contributing to the elasticity of the tissue; and V, which forms small fibers with 
low tensile strength and is typically located in the fibril nucleus.24 
When considering the principles of technology based on laser energy, it is 
important to consider the histological characteristics and differences of the skin and 
the vaginal mucosa. In 2015, Salvatore et al.12 conducted the first study to evaluate 
the histology and collagen changes of vaginal mucosa after vaginal laser treatment. 
The results of the histological examination showed many fibroblasts surrounded by 
compact bundles of renewing collagen fibers that were well distinguishable from the 
amorphous matrix under electron microscopy, and clearly observable fine collagen 
microfibrils with fine molecular filaments in close relationship with collagen microfibrils 
in the course of fibrillogenesis.12 
One of the strengths of the present study is the use of a more accurate 
technique for analyzing details of collagen formation and the comparison of the effects 
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of local treatment with estrogen. We observed an improvement in all collagen 
parameters evaluated by SHG. This technique was superior to the other techniques 
used, revealing differences subjectively imperceptible with other techniques. SHG has 
become the best technique for a collagen study because of its high resolution, good 
signal-to-noise ratio, ability to work nondestructively on stained and unstained tissues, 
and power to extract additional quantitative information, such as polarization properties 
and forward-backward scattering ratios.18,28,29 However, it is a microscopic method that 
requires complex, expensive equipment and operators with a specific qualification. On 
the other hand, Picrosirius red staining is used in many laboratories because it is 
inexpensive and has few barriers for implementation. 
One of the limitations of the present study was the small sample size, which 
is directly related to the ethical issues involved in the biopsy procedure. In addition, 
sometimes the small species made histological analysis difficult. 
 
Conclusions 
Fractional CO2 laser therapy results in effective remodeling of the vaginal 
mucosa and neocollagenesis, which can be similar to or even superior to treatment 
with estrogen for the recovery of physiological conditions in the atrophic vagina. These 
findings of vaginal laser therapy contribute to the few previous studies that have 
evaluated the histological basis of laser application as a therapeutic option for 
postmenopausal women. This knowledge supports the principles of laser therapy and 
may provide new therapeutic perspectives for the application of these techniques in 
gynecology. A greater understanding of the mechanisms involved in the process of 
tissue restoration may contribute to determining new applications and the duration and 
long-term effects of vaginal laser therapy. 
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Figure 1. Flowchart of study participants  
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Table 1 – Demographic and clincal characteristics of  study participants at baseline  
P comparison of variables between groups of biopsy - Fisher's exact test  
 
 
  
Chacteristics Laser Promestriene p 
(Média r DP) (Média r DP) 
Age (57,28 r 5,15)  55,89 r 3,26 56,11 r 5,51 0,784 
Year since menopause (9,30 r 6,35)   6,67r 2,78   9,89 r 6,19 0,446 
Menopause age (48,14 r 5,53) 49,22 r 2,59 46,11 r 6,11 0,747 
 n % n %  
Race 
    White  
    Not white 
 
9 
0 
 
100 
0 
 
7 
2 
 
77,78 
22,22 
 
0,471 
Education 
     Elementary school 
     High school 
     High education 
 
0 
3 
6 
 
0 
33,34 
66,66 
 
4 
4 
1 
 
44,44 
44,44 
11,11 
 
0,083 
Smoking 
     Smoker/Ex smoker 
     Not smoker 
 
0 
9 
 
0 
100 
 
2 
7 
 
22,22 
77,78 
 
0,471 
Parity  
      0  
     t 1 
 
1 
8 
 
11,11 
88,89 
 
1 
8 
 
11,11 
88,89 
 
1,000 
Maritus status 
     Single 
     Married 
     Divorced 
 
0 
4 
5 
 
0 
44,44 
55,56 
 
2 
6 
1 
 
22,22 
66,67 
11,11 
 
0,072 
Profession 
     Paid employment 
     Work at home  
    Retired 
 
4 
2 
3 
 
44,44 
22,22 
33,33 
 
7 
2 
0 
 
77,78 
22,22 
0,00 
 
0,627 
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Table 2: Analysis of collagen in vaginal biopsies before and after CO2 laser and 
promestriene therapies by second harmonic generation. 
  Laser Promestriene 
 
Variable Mean (+/- SD) Mean (+/- SD) p* 
Contrast 
   
       Baseline 78136 (53269) 87247 (46174) 0,683 
       week 14 115.219(54515) 114741(42427) 0,935 
       p** 0,01 0,008 0.744 
     Delta 37083 (45019) 27494 (31924) 
 
Density 
   
       Baseline 23511 21486 (16927) 0,755 
       week 14  35126 32340 (20877) 0,595 
       p** 0,01 0,012 0.903 
     Delta 11615 (13952) 10853 (14239) 
 
Entropy 
   
       Baseline 4,8 (1,25) 
 
5,26 (0,65) 0,438 
       week 14 4,26(0,91) 5,98(0,78) 0,236 
       p** 0,004 0,02 0.205 
     Delta 1,46 (1,50) 0,720,79) 
 
Percentage of área 
   
       Baseline 66,74  (17,39) 78,79 0,072 
       week 14 84,08 (6,21) 84,12 0,935 
       p** 0,002 0,039 0.011 
     Delta 17,34 (17,67) 5,33 6,46) 
 
p*   value - Mann-Withney test to compare inter 2 groups 
p**  value -  Wilcoxon Signed Ranks test for within groups 
comparisons (basal vs 14 weeks intervention). 
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5. DISCUSSÃO 
Este estudo foi realizado para avaliar a eficácia do Laser CO2 fracionado 
vaginal para tratamento dos sintomas vaginais e sobre função sexual de mulheres 
com a síndrome genito urinária da menopausa. Os resultados mostraram melhora do 
trofismo vaginal tanto no tratamento com laser como na terapia tópica estrogênica, 
sendo ambos os tratamentos superiores ao lubrificante vaginal, usado aqui 
semelhante ao apenas como placebo.  
Os dados do presente mostraram um aumento do VHI e melhora da 
maturação vaginal no grupo laser em comparação aos outros tratamentos.  Esses 
dados estão em concordância com outros estudos não controlados24,25,26,26 o e com 
revisão sistemática atual que mostrou um aumento médio da VHI de 10.70 (8,67-
12,72) comparando-se antes e após tratamento com laser 38 Apesar destes os autores 
consideram que o grau de evidência dos efeitos do laser sobre a mucosa vaginal ainda 
é baixo pela qualidade metodológica dos estudos realizados.38  
Em relação à função sexual, não observamos no presente estudo uma 
mudança nos índice de do escore total do FSFI em nenhum dos grupos de tratamento. 
Por outro lado, a mesma revisão citada acima mostrou um aumento de 13,18 (9,11-
17,25) no escore total do FSFI após aplicação do laser em mulheres pós-
menopausa.39 Essa divergência de resultados pode estar relacionada ao tamanho da 
amostra que no presente estudo não atingiu poder estatístico para analise desta 
variável. Além disso, é importante lembrar que a complexidade da função sexual, que 
por ser multifatorial, não depende somente de fatores vaginais locais ou hormonais.  
O uso de estrogênios tópico é considerado o tratamento mais eficaz para 
reverter ou minimizar as alterações atróficas ocasionadas na mucosa vaginal devido 
ao hipoestrogenismo decorrente da menopausa.40 Apesar disso, para algumas 
mulheres com neoplasias estrogênios dependentes como o câncer de mama e 
endométrio, os estrogênios não são recomendados devido à preocupação em relação 
ao agravamento destas neoplasias. Dentre os estrogênios para uso tópico, a absorção 
sistêmica do promestrieno17 após aplicação tópica vaginal é mínima. Ainda assim, não 
se recomenda o uso desta formulação em mulheres com contraindicação ao 
estrogênio. Além de estar contraindicado em algumas situações clinicas, a aplicação 
vaginal de estrogênios nem sempre consegue reverter os sintomas vulvovaginais e 
muitas vezes as mulheres sentem-se desconfortáveis com o inconveniente da 
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administração vaginal frequente.14 
Nos últimos anos, a busca por tratamento eficazes e seguros trouxe 
inovações tecnológicas como o uso da terapia com laser para tratamento da atrofia 
vulvovaginal. Embora esta tecnologia seja usada em dermatologia antienvelhecimento 
há vários  anos, seu uso em ginecologia ainda é limitado. A partir a primeira publicação 
por Salvatore et al, 2014 28 novos estudos com laser tem se acumulado na literatura. 
A maioria dos estudos mostra resultados eficazes no restabelecimento do trofismo 
vaginal e na elasticidade tecidual ao estimular a produção de colágeno, podendo ser 
uma nova  modalidade terapêutica para quem tem contraindicação ou não obteve 
resposta com o tratamento hormonal. 31,33  
Entretanto, a quase totalidade dos estudos com laser vaginal provêm de 
estudos prospectivos abertos, comparando os efeitos vaginais antes e após aplicação 
de laser, sem grupo de comparação, com pequeno tamanho amostral e seguimento 
de curto prazo.26 Apesar disso, a tecnologia tem sido aplicada tanto para tratamento 
cosmético no rejuvenescimento genital como para tratamento dos sintomas de atrofia 
vulvovaginal.  
Por esse motivo, recentemente, em julho 30 de 2018, o food and drug 
lançou um alerta para a classe medica e para as pacientes recomendando cautela no 
uso de dispositivos baseados em energia para realizar procedimentos estéticos 
vaginais ou para tratar os sintomas relacionados como a atrofia vulvovaginal, 
incontinência urinária ou disfunção sexual devido a  preocupação com sérios eventos 
adversos.  
Segundo FDA “a segurança e a eficácia dos dispositivos baseados em 
energia para o tratamento dessas condições não foram estabelecidas. Até o momento, 
não autorizamos ou aprovamos a comercialização de quaisquer dispositivos baseados 
em energia para tratar essas condições. A aplicação de terapias baseadas em energia 
na vagina pode levar a eventos adversos graves, incluindo queimaduras vaginais, 
cicatrizes, dor durante a relação sexual e dores recorrentes/crônicas”.40 
Sociedade médica (Food an Drug Administration) como a NAMS (North 
American Menopause Society) imediatamente se manifestou em apoio a essa decisão 
do FDA enfatizando que os fabricantes de equipamentos de laser vaginal não 
deveriam comercializar os equipamentos quando ainda não existe segurança e 
eficácia em longo prazo. A NAMS orienta que até que dados mais robustos estejam 
disponíveis, levando à aprovação do FDA, que os profissionais de saúde discutam os 
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benefícios e riscos de todas as opções de tratamento vigentes para os sintomas 
vaginais incluindo a informação de que esses dispositivos são aprovados pela FDA 
para rejuvenescimento vaginal ou procedimentos para GSM (Genitourinary Syndrome 
of Menopause), função sexual, incontinência ou frouxidão pélvica.41  
Isso criou uma polêmica em relação a esses procedimentos e gerou 
manifestações contrarias a forma como o FDA fez o alerta, pelo receio de que, esse 
excesso de cautela do FDA, possa limitar a disponibilidade de terapias inovadoras, 
que, quando usadas corretamente, podem beneficiar a saúde reprodutiva das 
mulheres.42.43 
Nesta pesquisa procuramos contribuir com as evidências, através de um 
estudo bem desenhado, para esclarecer algumas dessas lacunas de conhecimento 
sobre a aplicabilidade do laser em ginecologia.Outro aspecto relevante e inovador do 
presente estudo refere-se à avaliação dos efeitos do laser sobre a produção de 
colágeno na mucosa  vaginal.   
Poucos estudos na literatura tem avaliado a produção do colágeno na 
mucosa vaginal. Três estudos realizaram avaliação histológica da mucosa e 
evidenciaram a ativação de mecanismos regenerativos expressos tanto no tecido 
conjuntivo - com a formação de novos vasos, novas papilas e novo colágeno - quanto 
no epitélio superficial da mucosa.30,42,44  
Na última década, o método óptico não-linear da microscopia de geração 
de segundo harmônico (SHG) surgiu como uma ferramenta poderosa para visualizar 
a molécula do colágeno nos tecidos com um nível de detalhamento sem precedentes. 
45,46  
Essa tecnologia de microscopia possibilita a geração de imagens do 
colágeno fibrilar em diversos tecidos. Devido à sua origem física, é altamente sensível 
à estrutura da fibra de colágeno e, principalmente, às alterações que ocorrem na pele 
e em doenças como câncer, fibrose e desordens do tecido conjuntivo. Esta técnica 
permite ser usada para obter informações mais estruturais sobre a montagem de 
colágeno nos tecidos do que é possível por outras técnicas de microscopia.47  
Para a maioria das doenças, o exame histológico ainda é o "padrão ouro" 
para o diagnóstico nosológico.47 Recentes avanços no uso da microscopia óptica não-
linear (NLOM) na pele permitiram que técnicas como a geração de segundo harmônico 
(SHG) se tornassem ferramentas poderosas para o estudo de suas propriedades 
físicas e bioquímicas.46 O SHG provou ser a ferramenta ideal não invasiva para 
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examinar a microestrutura do colágeno, a celularidade e o conteúdo de ligações 
cruzadas em géis, tanto em modelos in vitro quanto biológicos (45).  
Neste estudo os resultados mostraram um aumento em vários parâmetros 
da SHG como aumento contraste, entrópico, densidade, % de área mais evidentes no 
grupo submetido à aplicação do laser vaginal do que no grupo com promestrieno. 
Esses dados mostram a superioridade do laser na neocolagênese uma vez que o 
colágeno recém formado apresenta desorganização de fibras detectável claramente 
através destes parâmetros na microscopia de geração de segundo harmônico. 
Considerando-se todos esses aspectos e os resultados consistentes como 
aqueles de Salvatore et al38, Perino et al 31 Gaspar et al 24 Adelman et al 25 e Zerbinati30, 
acreditamos que o laser fracionado tem mostrado ser uma alternativa útil e 
minimamente invasiva para tratamento da síndrome geniturinária da menopausa, que 
pode trazer vantagens sobre os tratamentos atualmente disposniveis particularmente 
no que se refere à comodidade de uso e  efeito mais prolongado. Para que se 
acumelem evidencias na literatura é necessario a continuidade de estudos, mas é 
imperativo a realização de estudos prospectivos e controlados, em longo prazo, 
comparando com outras alternativas terapeuticas para seu uso possa ser difundido e 
utilizado rotineiramente e com segurança no tratamento da sindrome genito urinaria 
da menopausa.  
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6. CONCLUSÕES 
x Todos os parâmetros do índice de saúde vaginal como a elasticidade, volume, 
PH, lubrificação e integridade epitelial e o escore total mostraram mudanças 
estatisticamente significativas após o uso laser de CO2 fracionado em 
comparação ao estrogênio tópico e lubrificante vaginal. 
 
x Houve uma diminuição de células basais e um aumento das células 
intermediárias e superficiais evidenciando melhora na maturação vaginal mais 
evidentes após tratamento com laser de CO2 fracionado. 
 
x Não houve melhora significativa e do escore total da função sexual quando 
analisamos entre grupos, havendo melhora em alguns domínios isolados 
apenas para o uso laser de CO2 fracionado, e lubrificante vaginal. 
 
x Houve mudanças no trofismo vaginal evidenciado através da analise da 
densidade e o entropio do colágeno da mucosa vaginal antes a após o uso de 
laser de CO2 fracionado e promestrieno 
 
x A avaliação da histolomorfometria da mucosa vaginal no pré e pós demonstrou 
ter havido elhora do trofismo vaginal  
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8. ANEXOS 
ANEXO 1 – Randomização aleatorizada 
 
1 – Promestrieno 25 – Laser 49 – Laser 
2 - Laser  26 – Laser 50 – Lubrificante 
3 – Promestrieno 27  - Lubrificante 51 – Laser 
4 – Laser 28 – Lubrificante 52 - Lubrificante 
5 – Laser 29 – Laser 53 - Promestrieno 
6 – Promestrieno 30 – Promestrieno 54 - Lubrificante 
7 – Laser 31 – Lubrificante 55 - Laser 
8 – Promestrieno 32 – Laser 56 - Promestrieno 
9 – Lubrificante 33 – Lubrificante 57 - Lubrificante 
10 - Lubrificante 34 – Lubrificante 58 - Promestrieno 
11 - Lubrificante 35 – Promestrieno 59 - Laser 
12 –Laser 36 – Lubrificante 60 - Promestrieno 
13 –Lubrificante 37 – Lubrificante 61 - Promestrieno 
14 - Lubrificante 38 – Promestrieno 62 - Lubrificante 
15 - Lubrificante 39-  Laser 63 – Promestrieno 
16 –Laser 40 – Laser 64 - Promestrieno 
17 - Promestrieno 41 – Laser 65 - Promestrieno 
18 - Promestrieno 42 – Laser 66 - Laser 
19 - Promestrieno 43 – Lubrificante 67 - Promestrieno 
20 –Laser 44 – Laser 68 - Lubrificante 
21 - Lubrificante 45 – Lubrificante 69 - Promestrieno 
22 - Promestrieno 46 - Laser  70 - Laser 
23 – Laser 47 – Promestrieno 71 - Promestrieno 
24 - Lubrificante 48 – Lubrificante 72 -  Promestrieno 
 
  
81 
ANEXO 2 – Ficha de coleta 
Nome da Paciente                                                                   
No REGISTRO  ____________________   Data:   ____/____/2016 
Ficha de Coleta de Dados 
Grupo:  (   )  CO2 Fracionado    (   ) Promestriene  (   ) Lubrificante 
1) Idade:  ___/___  
2) Cor da pele:  (   ) Branca (   )Parda (   )Mulata (   )Negra  
3) Escolaridade: ___ serie do _________            ___ Anos 
4) Tempo de Menopausa:   ___/___anos 
5) Idade da Menopausa:   ___/___ 
6) Tabagismo:  (  ) Tabagista (  ) Não Tabagista  (  ) Ex-tabagista 
7) Antecedentes obstétricos reprodutivos : G__ P__C__A__  
8) Drogas utilizadas ________________________________________ 
____________________________________________________________ 
  
 
 
 
   D0     Se sim,       tempo(anos)      D4  
9) Tem queixa de perda urinaria quando tosse, ri ou 
carrega peso  sim  não  
 sim  não  
10) Tem queixa de dor durante a relação sexual  sim  não   sim  não  
11) Tem queixa de secura ou ardor sexual  sim  não   sim  não  
12) Você possui parceiro sexual  sim  não   sim  não  
13)Se seu parceiro sexual for do sexo masculino ele 
consegue manter o pênis ereto durante a relação sexual  sim  não          sim  não  
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ANEXO 3 – QUESTIONÁRIO DE AVALIAÇÃO SEXUAL (FSFI) 
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ANEXO 4 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Ensaio clinico, randomizado com Laser de CO2 aplicação vaginal com o uso tópico 
promestrieno, e lubrificante KY, no tratamento da atrofia urogenital em pacientes pós 
pós-menopausas. 
Nome do(s) responsável(is) 
 
Carlos Alberto Politano 
 
Número do CAAE: (63218716.0.0000.5404) 
 
 Você está sendo convidado a participar como voluntário de um estudo. Este documento, 
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos e deveres como 
participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e outra com o pesquisador.  
 Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se houverem 
perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las com o pesquisador. Se 
preferir, pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. 
Se você não quiser participar ou retirar sua autorização, a qualquer momento, não haverá nenhum 
tipo de penalização ou prejuízo. 
 
Justificativa e objetivos: 
 O objetivo é comparar o efeito de tratamentos para atrofia vaginal e queixas urinárias. Você 
estará participando de um dos três grupos de tratamento, todos eles com eficiência comprovada e 
usados pelos profissionais em seus consultórios. Dessa forma poderemos dizer se há diferenças nos 
resultados entre eles. Isso é importante porque a atrofia vaginal, pode provocar secura, ardor e 
“coceira” vaginal interferindo no seu dia a dia, no relacionamento sexual e favorecendo infecções 
urinárias de repetição. 
 
Procedimentos: 
Sei que me encontro na menopausa, e que minha participação consiste em 
usar um medicamento dentro da vagina três vezes por semana ou 3 aplicações de laser de CO2 
fracionado durante três meses e atender as orientações que me serão dadas. Minha participação será 
por sorteio: poderei ficar no grupo do laser de CO2, no de creme vaginal com hormônio ou no grupo 
que utilizará apenas hidratante vaginal. Durante esse tempo deverei comparecer a 4 consultas com o 
pesquisador nas quais responderei as perguntas, realizarei exame ginecológico, exames de sangue, 
ultrassonografia e aplicação vaginal de Laser de CO2 fracionado.  
Os exames de sangue para avaliação hormonal, coleta de citologia, medição do pH vaginal, 
biópsia vaginal e ultrassonografia acontecerão em 2 consultas. No grupo selecionado para laser 
vaginal o procedimento será realizado na Clinica Medica do pesquisador responsável. O laser tem a 
duração de 5 minutos e é indolor não sendo necessário anestesia para realização do tratamento com 
retorno as atividades normais após a aplicação. Uma pequena biopsia será realizada pelo médico 
antes de iniciar o laser e ao final do tratamento. Essa biópsia consiste na retirada de um fragmento 
muito pequeno da parede de dentro da minha vagina, sendo feita com anestesia local, e portanto 
não será dolorosa, apenas posso sentir um desconforto no local.  
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A ultrassonografia transvaginal será realizada na própria clínica do pesquisador antes de 
iniciar a pesquisa e após o término da pesquisa (após 12 semanas). 
Desconfortos e riscos: 
 Você não deve participar deste estudo se apresentar alguma das condições abaixo:  
x Paciente com ooforectomia bilateral  
x Paciente com IMC inferior a 18,5 kg/m2 ou superior a 30 kg/m2.  
x Apresentar contra indicação para uso de estrogênio tópico, sendo elas: Absolutas (Infarto 
recente do miocárdio, Hipertensão arterial grave, Diabetes melitus de difícil controle, 
Antecedente de moléstia tromboembólica, Insuficiência hepática recente, ou grave, ou em 
atividade, Câncer de mama prévio, Câncer do endométrio prévio, Câncer de colo uterino, 
Hiperplasia mamária atípica, sangramento genital de origem desconhecida); ou Relativas ( 
Antecedente familiar de câncer de mama, Hiperplasia Endometrial prévia, Colelitíase).  
x Apresentar retocolite ulcerativa, Doença de Crohn ou diarréia decorrente de doença intestinal.  
x Apresentar sorologia positiva para HIV, Hepatite B e C e condilomatose genital 
x Pacientes em tratamento medicamentoso para depressão ou outro distúrbio psiquiátrico.  
x Radioterapia pélvica prévia 
x Cirurgias no compartimento anterior, médio e posterior da vagina com “Sling”ou telas 
vaginais. 
Os eventuais desconfortos referem-se principalmente ao exame de biópsia, ultrassonografia 
transvaginal e exames laboratoriais. A biópsia será realizada ambulatorialmente, sob anestesia local, 
sendo considerada minimamente invasiva e de excelente recuperação. O exame ginecológico e a 
ultrassonografia transvaginal são procedimentos realizados nas consultas ginecológicas de rotina. A 
coleta de exames é realizada por meio de exames de sangue. 
Em situações de desconfortos maiores, as mulheres poderão entrar em contato com o pesquisador 
por meio de telefone pessoal ou da Clinica Politano. Todo suporte será dado para que se possa resolver 
o desconforto sem qualquer oneração. 
 
Benefícios: 
 Com qualquer um dos três tratamentos haverá benefícios no tratamento da atrofia vaginal, 
diminuindo dessa forma o desconforto vaginal como secura, ardor, ”coceira  vaginal e queixas 
urinárias. “ 
 
Acompanhamento e assistência: 
 Todo suporte será fornecido as mulheres durante a após o prazo da pesquisa no que se refere 
ao objetivo do estudo. Isso inclui assistência às intercorrências clínicas e acesso direto as duvidas no 
momento em que precisar, pelos telefones de contato. 
 
Sigilo e privacidade: 
 Você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo e nenhuma informação será 
dada a outras pessoas que não façam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgação dos resultados 
desse estudo, seu nome não será citado. 
 Os resultados do estudo poderão fazer parte do prontuário médico.  
Ressarcimento: 
 Haverá ressarcimento das seguintes despesas: 
- transporte até o local da pesquisa e de retorno a residência 
- alimentação durante o período de realização dos exames 
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Armazenamento de material: 
x O material biológico será avaliado no Laboratório “Instituto de Patologia Campinas”. Por isso, 
você deve anotar abaixo a opção que prefira: 
(   ) concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do 
meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa. 
(   ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá 
ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
(   ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
 O descarte do material armazenado será autorizado nas seguintes situações: (detalhar). 
 Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material armazenado 
deverão ser dados a:_____________________________________________.  
 
 
 
Contato: 
Em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com Carlos Politano, no celular 
(19) 9.920.46771 ou na Clinica Politano na Rua: Antonio Lapa, 1032, Cambui, Campinas, ou pelo 
telefone (19) 32522903.  
Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação no estudo, você pode entrar em 
contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP): Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126; 
CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: 
cep@fcm.unicamp.br 
 
 
 
Consentimento livre e esclarecido: 
Após ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, benefícios 
previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito participar: 
 
Nome do(a) participante: ________________________________________________________ 
 
_______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
 (Assinatura do participante ou nome e assinatura do responsável)  
 
 
 
 
Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e complementares na 
elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, 
também, ter explicado e fornecido uma cópia deste documento ao participante. Informo que o estudo 
foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. 
Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as 
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante. 
 
______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
(Assinatura do pesquisador) 
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ANEXO 5 – Parecer consubstanciado de Projeto de Pesquisa analisado pela 
Comissão de Pesquisa /CAISM/UNICAMP 
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ANEXO 6 – Parecer consubstanciado do Comitê E Pesquisa da UNICAMP  
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